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Uber das Ineinandergreifen von Glykolyse und Oxydation 
bei der Zuckerverbrennung in der tierischen Zelle 
I. Mitteilung 
Von 


H. Jost und W. Gutermuth 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. M. 
und dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Innsbruck) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. April 1941) 


Bis in die letzte Zeit hinein nahm man fast allgemein an, 
daB der oxydative Abbau der Kohlenhydrate im Tierkérper durch 
eine anoxydativ verlaufende Spaltung des Hexosemolekiils in zwei 
Molekiile Milchsaéure eingeleitet wiirde. Der Chemismus dieses 


als Glykolyse*) bezeichneten Spaltungsvorganges wurde bekannt- 


lich an der quergestreiften Muskulatur’?), aber auch an _ ver- 
schiedenen anderen Geweben*~§) studiert. Die im Skelettmuskel 
bis ins einzelne aufgeklirte Reaktionsfolge — vom Kohlenhydrat 
iiber die bekannten phosphorylierten Zwischenstufen bis zur Milch- 
siiure — verliuft in den roten Blutkérperchen weitgehend gleich- 
artig; sie ist aber in den parenchymatésen Organen, z. B. in 
Niere und Leber nicht in dem erwarteten Ausma8 nachweisbar. 


Besonders fiir die Embryonal- und Tumorgewebe’) wird ein anderer 


| Weg des anaeroben Kohlenhydratabbaus in Betracht gezogen, der von der 





Glucose bis zur Milchsiure ohne intermediire Bildung von Phosphorsiure- 
ester verlaufen soll; doch wurden bisher keine neuen Zwischenstufen auf- 
gefunden. Borer das Methylglyoxal, das schon auf nicht-fermentativem 

*) Wir haben im itibrigen die Bezeichnung Glykolyse fiir alle Formen 
des anaeroben KH Abbaus einschl. der Hefegiirung vorgeschlagen a. a. O. 13. 

1) Embden u. Mitarb., Diese Z. 230, 12—96 (1934). 

*) Meyerhof, Zusammenf. Darst. Erg. Physiol. 39, 54 (1937). 

3) Jost, Diese Z. 165, 171 (1927). 

*) Dische, Biochem. Z. 280, 248 (1935). 

») Jost, Diese Z. 230, 96 (1934). 

*) Deuticke u. Zens, Diese Z. 251, 233 (1938). 

) Needham u. Mitarb., Biochemie. J. 31, 1165, 1185, 1210, 1913 (1937). 
Vel. Holmes, Biochemie. J. 31, 1730 (1937). 
»-&)*) Hahn u. Mitarb. Z. Biol. 99, 414, 618 (1939); 100, 82, 320 (1940). 
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9 H. Jost und W. Gutermuth, 


Wege aus Triosephosphat entsteht, als Zwischenstufe der ,,nicht-phosphory- 
lierenden Glucolyse“ angesehen werden darf, miiBte bewiesen werden, dai 
es durch Zellfermente in natiirliche rechtsdrehende Milchsiure umgewandelt 
wird; [vgl. hierzu°)]. 

Auch bei einigen normalen Geweben (Niere, Gehirn) wurden Anhalts- 
punkte fiir die Méglichkeit eines anaeroben Glucoseabbaus ohne Phosphorylie. 
rung gefunden. Doch ist die physiologische Bedeutung dieser Befunde 
schwer zu iibersehen, da die Anaerobiose bei den Parenchymzellen irre- 
versible Schiidigungen des normalen Oxydationsstoffwechsels verursacht. 

Die SchluBfolgerungen aus anaeroben Versuchen auf die normalen 
Zellyorgiinge méchten wir daher nur unter Beriicksichtigung folgender ver. 


gleichender Gesichtspunkte ziehen: 1. Die Glykolyse verliuft in jenen} 


Geweben, bei denen sie als physiologischer Vorgang betrachtet werden 
darf, also bei der Muskulatur und den roten Blutkérperchen, nur iiber die 
bekannten phosphorylierten Zwischenstufen. 2. In fast allen iibrigen Ge- 
weben kiénnen charakteristische Teilreaktionen der Phosphoglykolyse nach- 
gewiesen werden. 

Das relativ geringe Milchsiurebildungsvermégen hochdifferen- 
zierter Organzellen unter anaeroben Bedingungen ist nach unserer 
Auffassung darauf zuriickzufiihren, da8 nur noch bestimmte Einzel- 
reaktionen der Phosphoglykolyse im Rahmen des Atmungsstofi- 
wechsels und des oxydativen Zuckerabbaus eine Rolle spielen”*); 
die Glykolyse als Ganzes, d. h. der anaerobe Kohlenhydratabbau 


bis zur Milchsiurestufe, ist fir diese Zellen ein unphysiologischer f 


Vorgang. Dies zeigte sich besonders deutlich an der Hunde- 
niere®), wo unter anaeroben Bedingungen nur minimale Spuren 
von Milchsiiure aus Kohlenhydrat gebildet werden. Ebenso weisen 
die Untersuchungen von Deuticke und Zens‘) iiber die Gly- 
kolyse in der Leber deutlich darauf hin, daB auch hier die anoxy- 


*) Insbesondere scheint die Fiihigkeit zur anaeroben Dehydrierung der 
Triosephosphorsiiure in den parenchymatésen Organen weitgehend zu fehlen. 
Auch die Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungsvorgiinge lassen sich 
als Einzelreaktionen meist nicht in dem erwarteten Umfange nachweisen. 
Diese negativen Befunde sprechen aber nicht dagegen, daB der oxydative 
Zuckerabbau als Gesamtvorgang iiber Phosphorsiureester verliiuft. 

Es sei daran erinnert, daB in Muskel- und Hefepriparaten die Ver 
esterung anorganischen Phosphats mit der Dehydrierung der Triosephosphor- 
siure gekoppelt ist und daB die Dephosphorylierung der Phosphobrenz- 
traubensiure primire und sekundire Phosphatacceptoren erfordert. Zu- 
gesetzte fertige Hexosediphosphorsiiure wird von frischer Hefe nicht 
vergoren. 

_ In den parenchymatisen Organen diirften die Phosphorylierungs- und 
Dephosphorylierungsvorgiinge in dhnlicher Weise vom koordinierten <Ab- 
lauf des oxydativen Abbaus abhingig sein. So ist z. B. die Phosphory- 
lierung der Glueose in der Niere an die Anwesenheit yon Sauerstoff ge 
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Uber das Ineinandergreifen yon Glykolyse und Oxydation usw. 8 


dativen Umwandlungen des Kohlenhydratabbaus nicht bis zum 


» Stadium der Milchsiure verlaufen. 


Nach der friiheren Auffassung®) iiber das Ineinandergreifen 


‘yon Glykolyse und Oxydation sollte die einleitende Spaltung der 
‘Hexose in allen Geweben mit einem Kreislauf der Milchsiure 
‘yerbunden sein, wie er im Muskel besteht. Zur Begriindung 
‘dieser Theorie wurde die Ahnlichkeit des ,,Pasteur-Effektes“ 


herangezogen; die Tatsache, daB die anaerobe Kohlenhydrat- 


spaltung in einigen Zellarten ebenso wie im Muske: 3—6 mal 
schneller verliiuft als die Oxydation, sollte beweisen, da in allen 


-atmenden Geweben fortlaufend Milchsiure gebildet wird und 
| wieder verschwindet, teils unter Oxydation, teils unter Resynthese 


zu Kohlenhydrat. Ganz abgesehen davon, daB oft die anaerobe 
Milchsiurebildung, fast immer aber die aerobe Kohlenhydrat- 
resynthese*) aus Milchsiiure in dem von der Theorie geforderten 
AusmaB fehlen, war es von vornherein unwahrscheinlich, dab 
diese, im Muskel nacheinander verlaufenden Vorginge in den 
atmenden Organen nebeneinander verlaufen sollten. 

Die Aufhebung der Milchsiiurebildung im Sinne des Pasteur- 


_ Effektes wird zwanglos dadurch erklart, daB die Glykolyse durch 
-{ das Kingreifen des Sauerstoffes in andere Bahnen gedringt wird. 
-— Die Reaktionsfolge aber, die sich aus dem Ineinander- 


greifen von Phosphorylierung, Spaltung und Oxydation 


ergibt, diirfte einen der Hauptwege des Kohlenhydrat- 


abbaus in den atmenden Zellen darstellen. 


Experimenteller Teil 


Ks handelte sich bei unseren Untersuchungen darum, fest- 


_ zustellen, in welchem Stadium der bisher bekannten anoxydativen 
- Umwandlungen des Kohlenhydratabbaus die Oxydation eingreifen 
kann. Wir suchten dies zunichst auf Grund der Oxydations- 
| steigerungen zu ermitteln, die der Zusatz der in Frage kommenden 


Substanzen verursacht. 





*) Meyerhof u. Mitarb., Biochem. Z. 157, 459 (1925); 171, 381 (1926). 
*) So findet auch in den kernhaltigen Ginseerythrocyten nach Ent- 


fernung des Blutzuckers zwar eine Zuckersynthese aus zugesetzter Milch- 


siure statt, aber diese Zuckerbildung ist zu gering, um den hier vorhan- 
denen Pasteur-Effekt zu erkliren. Die Kohlenhydratsynthese aus Milchsidure 
kann iibrigens nicht auf dem riickliufigen Wege der Glykolyse erfolgen, 
da die Dephosphorylierung der Phosphobrenztraubensiiure irreversibel ist. 
Meyerhof u. Mitarb., Biochem. Z. 298, 396 (1938). 
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H. Jost und W. Gutermuth, 


Die Versuche wurden auf Grund der 8.2 erwiéhnten Ge. 


sichtspunkte hauptsichlich an den atmenden roten Ginseblut. he 
‘ habe 


kérperchen angestellt; diese sind fiir derartige Untersuchunger 
auch deshalb besonders geeignet, weil sie fast ausschlieBlich 
Kohlenhydrat verbrennen und unter anaeroben Bedingungen in 
ihnlichem Verhaltnis zur Atmung Milchsiure bilden wie der 
Muskel; sie sind auBerdem im Gegensatz zu Gewebschnitten ein 
vollig unbeschadigtes Zellmaterial. 


Methodik. Die Ginseerythrocyten wurden dureh Aufschwemmung 


mit isotonischer Salzlésung und Zentrifugieren vom Zucker und anderen} 


leicht diffusiblen Nihrstoffen befreit. AuBerdem muB8ten die Leukocyten 


méglichst vollstiindig entfernt werden, weil diese aus ihrem Glykogenbestand f 


wihrend der Atmungsversuche kleine Mengen von Milchsiure liefern. 
Im einzelnen wurde die Entnahme und Auswaschung des Giinseblutes 


in folgender Weise durchgefiihrt: Bei einjihrigen Ginsen wurde die groBe 


Fliigelvene mit einer nicht zu diinnen Nadel und Rekordspritze punktiert 
und etwa 20—30 ccm Blut entnommen. An der punktierten Stelle wurde 


die Vene abgebunden oder durch Umbinden geschlossen. Erst nach f 


mehreren Monaten konnte dem gleichen Tier wieder Blut entnommen 
werden, da das animische Ginseblut bei héherem Sauerstoffverbrauch re- 
spiratorische Quotienten aufweist, die weit unter 1 liegen. 


mit Glasperlen 4 Minuten lang vorsichtig geschiittelt und dann durch Gaze 
filtriert. Das defibrinierte Blut — meist etwa 20 cem — haben wir zu je 
10 cem in 60 cem fassende Zentrifugengliser gegeben und mit einer Salz- 
lisung, die 0,9°/, NaCl und 0,02°/, KCl enthielt, auf das Fiinffache ver- 
diinnt. Nach 5 Minuten langem Stehen wurde mit mittlerer Tourenzahl 
(1500—2000) wenige Minuten lang zentrifugiert und die iiberstehende 
Fliissigkeit mitsamt den in der obersten Schicht schwebenden Leukozyten 
abgegossen. Dann haben wir zu jedem Zentrifugenglas wieder 50 ccm 
isotonischer Salzlésung zugefiigt, wonach die Erythrocyten durch mebhr- 
maliges UmgieBen in der neuen Waschfliissigkeit aufgewirbelt wurden. In 
dieser Weise haben wir die Auswaschung noch 3 mal wiederholt und dann 
die Masse der Blutkérperchen auf das Doppelte ihres Volumens mit der 
isotonischen Salzlésung aufgeschwemmt. Die so gewonnene Suspension, 
die pro emm 2,0—2,5 x 10° rote Blutzellen enthielt, kam dann fiir die 
Atmungsversuche zur Verwendung. 

Zur Bestimmung des Sauerstoffverbrauches wurden Warburg-Manometer 
mit kegelférmigen GefiBen von 10 cem Volumen verwendet. Im Einsatz 
befand sich 0,1 cem 25°/, Kalilauge zur Absorption der Kohlensiiure. Die 
GefiBe von 6 Manometern wurden mit je 1 cem der Blutkérperchen-Sus- 
pension beschickt; je zwei der GefiBe erhielten einen Zusatz von 0,25 cem Salz- 
lésung und jeweils zwei weitere Gefii®ie einen Zusatz der zu priifenden Sub- 
stanzen. Von diesen wurde zuniichst eine isotonische Lésung hergestellt, 
die wir dann durch Verdiinnung mit der isotonischen Salzlésung auf die 
erforderliche Konzentration*) brachten. Die zugefiigten Substanzen waren 


*) Konzentration yon m/75—m/100 lieferten die gleichmiBigsten Resultate. 
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Uber das Ineinandergreifen yon Glykolyse und Oxydation usw. 5 


_ entweder aus biologischem Material gewonnen oder synthetisch dargestellt 


worden. Die Milchsiure, Glycerinphosphorsiure und Phosphoglycerinsiure 


‘haben wir in der bekannten Weise aus Muskelansitzen isoliert'). Hexosedi- 
‘phosphorsiiure und Brenztraubensiiure wurden aus Industriepriparaten ge- 
-wonnen: Das Calciumsalz der ersteren wurde durch Umfillung iiber das 
Blei und Bariumsalz, die Brenztraubensiure durch Vakuumdestillation ge- 


-reinigt. Dioxyacetonphosphorsiure '), Glycerinaldehydphosphorsiure') und 
_Phosphobrenztraubensiure '*) wurden synthetisch hergestellt. Die Siuren 
-wurden als Natriumsalze auf pq 7,2 neutralisiert zugesetzt. 


Alle zur Blutentnahme, zum Waschen der Blutkérperchen usw. dienenden 
Geriite waren durch Erhitzen im Heiftrockenschrank sterilisiert, ebenso die 


 Pipetten und GefiBe der Warburg-Apparate. 


Die Atmungsversuche wurden meist auf 2 Stunden ausgedehnt, die 
Ablesungen erfolgten halbstiindlich. 

Versuchsergebnisse. In nachstehender Tabelle sind unsere Versuche 
mit Glucose, mit Milehsiure und mit denjenigen Intermediirsubstanzen der 
Glykolyse, deren Zusatz bei gewaschenen Ginseerythrocyten eine deutliche 
Atmungssteigerung hervorrief, zusammengefaft. Auer den in der Tabelle 
aufgefiihrten Versuchen haben wir gleichartige mit d,l-Glycerinaldehyd- 
phosphorsiure, Phosphoglycerinsiiure, Glycerinphosphorsdure und mit Methyl- 


_ glyoxal angestellt. Da diese Substanzen keine regelmiBigen oder keine 
_ deutlichen Atmungssteigerungen hervorriefen, haben wir die betreffenden 


Versuche in der Tabelle weggelassen. 
Wir haben die Ergebnisse der Einzelversuche zusammengefaBt und daraus 


die Mittelwerte des O,-Verbrauches in Kubikmillimeter pro Kubikzentimeter 


Suspension berechnet; die Werte der Einzelversuche wurden auf eine einheitliche 
Blutké6rperchenzahl von 2,5 Mill./emm bezogen. Die Versuchsbedingungen, ein- 


schlieBlich der Auswaschung, wurden méglichst gleichmaiBig gehalten, so 


da8 die Mittelwerte der Versuchsgruppen I, II, If], [V schon unter Be- 
riicksichtigung des ohne Zusatz vorhandenen Sauerstoffverbrauchs (a-Werte) 
untereinander vergleichbar sind. Auferdem haben wir in jeder einzelnen 
Versuchsreihe Atmungsansitze unter Zugabe der fiquimolekularen Mengen 
von Lactat mitlaufen lassen (b-Werte), so daB die durch die verschiedenen 
Substanzen bewirkte Erhéhung des Sauerstoffverbrauchs auch mit der durch 
Lactat verursachten Atmungssteigerung verglichen werden kann. In Spalte 4 


und 6 sind die nach 1 bzw. 2 Stunden festgestellten Mittelwerte des Sauer- 


stoffverbrauchs angegeben. In 5 und 7 ist daraus die durch den Zusatz 
bewirkte Atmungssteigerung in Prozenten des Leerwertes a errechnet. Die 


Zahl der Einzelversuche ist in Spalte 8 angegeben. 


Zunichst ergibt sich aus folgender Tabelle, daB Lactat in allen 
Versuchen die gréBte Atmungssteigerung bewirkt. 

Bei einem Vergleich der b- und c-Werte der Serie I fallt 
besonders auf, da® der Sauerstoffmehrverbrauch nach Glucose- 
zusatz (c-Wert) nur in der ersten Stunde gegeniiber dem nach 


1) KieBling, Ber. chem. Ges. 67, 869 (1934). 
1) Fischer u. Baer, Ber. chem. Ges. 65, 337, 1040 (1932). 
12) KieBling, Ber. chem. Ges. 69, 2331 (1936), 


6 H. Jost und W. Gutermuth, 


Lactatzusatz (b-Wert) zuriickbleibt, wahrend der Atmungsvorsprung 
der Lactatversuche in der zweiten Stunde teilweise eingeholt wird. 
Dies deutet schon darauf hin, daB die Glucose nicht so unmittelbar 
der Oxydation unterliegt wie die Milchséure. Wie erwartet, ver- 
ursacht auch die Brenztraubensdure (Serie II) eine betrichtliche 
Atmungssteigerung. 


Versuche mit gewaschenen G.B.K. in isotonischer Salzlésung 
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1 | 2 | 33 4 | 5 |e|l@sztis 
Sauerstoffverbrauch (Mittel- 
Zugesetzte wert) pro cem Suspension ’ 
Substanz Kon- (2,5 Mill. Zellen im emm) Zah| 
Dene zentra-! nach 1 Stunde | nach 2 Stunde ve : 
(Siiuren als tion ihe . - thew al 
Na-Salze) emm | /o Steige | ~~? /, Steige- ; 
rung | | rung 
a -- 31,5 | 54,2 6 
Tb] Milchsiure | m/75 | 42,9 | 362 | 77,6 43,2 |v... 
( Glucose m/150 | 39,0 238 | 74,9 | 382 ” 
a — 33,2 (57,9 
II b Milchsiure m/75 | 46,1 38,9 | 82,2 42,0 7 
x wares m/75 | 41,9 | 262 | 748 29,2 | Vers. 
a - 28,6 51,3 | 
III b Milchsiure m/75 40,0 39,9 | 73,3 | 42,9 5 
e | Phosphobrenz-| af a as | a Vers. 
traubensiiure | | ™/‘? _— | _ | _ ne 
| 
a — 27,3 | | 47,8 
b Milchsiiure m/100 | 38,1 39,6 | 68,7 43,7 4 
IV ¢ | Dioxyaceton- | | , ane eae 4 . 
phosphorsiiure { | ™” 100 | 33,4 22,3 | 56, | 19,0 Vers. 
d | Hexosediphos-| |__| —— on | eee 1 me 
phorsiure | m/ 100 31,5 15,4 | o a | 15,5 














Aus den Versuchen mit den Phosphorsiureestern der Glykolyse 
(Versuchsserie III und IV) geht hervor, da8 Dioxyacetonphosphor- 
siure, Phosphobrenztraubensiure und — in geringerem MaBe — 
auch die Hexosediphosphorsiiure, deutliche Atmungssteigerungen 
hervorrufen, die allerdings hinter dem durch Lactat verursachten 
Sauerstoffmehrverbrauch zuriickbleiben. Wie schon erwihnt, er- 
gab sich nach Zusatz von synthetisch dargestellter -Glycerin- 
aldehydphosphorsiure keine Atmungssteigerung, was auf die un- 
natiirliche Komponente zuriickgefiihrt werden muB, die die natiir- 
liche ‘Triosephosphorsiure durch Bildung eines unbiologischen 
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Hexoseesters festlegt!*). Auf Versuche mit natiirlicher Glycerin- 
aldehydphosphorsiiure konnte um so eher verzichtet werden, als 
sich aus der zugesetzten Dioxyacetonphosphorséure ohnehin das 
natiirliche Gleichgewicht der beiden Trioseester rasch einstellt. 

Die durch die Phosphorsdureester verursachten Atmungs- 
steigerungen sind noch kein Maf fiir ihre wirkliche Verbrennungs- 
seschwindigkeit im Vergleich mit der Milchsaure, weil die ersteren 
nur sehr langsam in das Innere der Zellen diffundieren. Wir 
haben dies in besonderen Versuchen festgestellt, in denen wir 
vor und nach 1 stiindiger Exposition der roten Blutkérperchen 
unter Zusatz der Phosphorsiureester Zellen und AuBenfliissigkeit 
getrennt auf ihren Gehalt an siureléslicher organischer Phosphor- 
siure untersuchten. 


Unter Beriicksichtigung der fiir die Phosphorsaureester un- 
giinstigen Permeabilititsverhiltnisse glauben wir aus diesen Ver- 
suchsergebnissen schlieBen zu diirfen, daB die Triosephosphor- 
siure und die Phosphobrenztraubensiure in der Zelle mit hn- 
licher Geschwindigkeit oxydiert werden kénnen wie die Milchsiure. 


13) Jost u. Emde, Diese Z. 261, 225 (1939). 











Uber das Ineinandergreifen von Glykolyse und Oxydation 
bei der Zuckerverbrennung in der Zelle 


II. Mitteilung 
Von 


Hans Jost 





(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt a. M. 
und dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Innsbruck) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. April 1941) 


Nachdem sich in den voranstehenden Untersuchungen Anhalts- 
punkte fiir die direkte Oxydierbarkeit von bestimmten Glykolyse- 
produkten in der normalen Zelle ergeben hatten, suchten wir die 
Frage zu kliren, an welcher Stufe des Zuckerabbaus der oxydative 
Weg abzweigt. Um dabei die anoxydativen Vorginge auf die nach 
unserer Auffassung in Betracht kommenden ersten Stadien der 
Glykolyse zu beschriinken, wurde die weitere Milchsiurebildung 
durch Vergiftung mit Bromacetat ausgeschaltet. 


Die Hemmung der Glykolyse durch Monohalogenacetat ist in erster 
Linie auf eine véllige Aufhebung der Dismutationen zuriickzufiihren * *). 
Die anoxydativen Einzelreaktionen verlaufen dabei nur bis zur Bildung der 
beiden Triosephosphorsiiuren, da der mit den weiteren Umwandlungen ver- 
bundene Wasserstoffaustausch unméglich geworden ist. Wenn unter diesen 
Bedingungen noch Zucker verbrannt wird, muff die Oxydation an einer 
Hexoseform oder an einem Hexose- oder Triosephosphorsdureester beginnen, 
vorausgesetzt, daB die Bildung der letzteren auch in Gegenwart von Halogen- 
acetat erfolgt. 

Fiir unsere Versuche war daher zunichst die Frage wichtig, wie weit - 
neben den Dismutationsvorgiingen — auch die Phosphorylierung des Kohle- 
hydrates beeintrichtigt wird. Hieriiber besteht eine gewisse Unklarheit, 
nachdem die Hemmung der elektiven Zuckerresorption aus dem Darm durch 
Jodacetat auf eine primire Ausschaltung der Phosphorylierungsprozesse 
zuriickgefiihrt wurde °) 

Da bei der Glykolyse die Veresterung anorganischen Phosphats mit 
der Wasserstoffiibertragung gekoppelt ist‘), wire eine teilweise Hemmung 


'’ Embden u. Deuticke, Diese Z. 230, 50 (1934). 

*) Meyerhof u. Kiessling, Biochem. Z. 264, 56; 267, 338 (1933). 

5) Willbrandt u. Laszt, Biochem. Z. 259, 398 (1933); Verzar u 
Wirz, Biochem. Z. 292, 174 (1937). 

‘) Literatur vgl. bei Jost u. Emde, Diese Z. 261, 225 (1939). 
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der Adenylpyrophosphorsiure-Resynthese*) und damit auch eine Beeintriichti- 
ung der Hexoseesterbildung durch Halogenacetat durchaus verstindlich. 
Tatsiichlich ist in Hefepriparaten nur die Ubertragung anorganischen Phos- 
phats auf Hexose gehemmt*), wiihrend die Umesterung des Phosphatrestes 
aus Phosphobrenztraubensiiure auf Hexose erhalten bleibt’). In mit Jod- 
acetat vergifteten Muskel oder Muskelbrei ist weder die Phosphatiibertragung 
yon der Adenylpyrophosphorsiure auf Kohlenhydrat, noch die Resynthese 
der ersteren aufgehoben‘). Hier verliuft die Hexoseesterbildung auch bei 
vollig ausgeschalteter Glykolyse infolge der groBen Reserven an gebundenem 
Phosphat im Phosphokreatin und in der Adenylpyrophosphorsiure scheinbar 


ungehemmt?®), 
Bei unseren Versuchen mit kernhaltigen Ginseerythrocyten haben wir 


festgestellt, daB auch in diesen die Hexoseesterbildung durch glykolyse- 
hemmende Konzentrationen von Bromacetat nicht aufgehoben wird. Aller- 
dings sprechen mehrere Beobachtungen an den atmenden Zellen dafiir, daB 
die Phosphatiibertragung doch bis zu einem gewissen Grade durch die Ver- 


giftung beeintrichtigt ist. 

Die Atmung tierischer Zellen wird durch Halogenacetat nur 
wenig beeinfluBt?® 1), Die Tatsache, daB der Sauerstoffverbrauch 
bei ausgeschalteter Glykolyse unverindert bleiben kann, hat man 
friher auf die Verbrennung von vorgebildeter Milchsiure zuriick- 
gefiihrt. Nach dieser Auffassung sollte die Zuckerverbrennung 
in Gegenwart von Halogenacetat véllig aufgehoben sein, weil keine 
Milchsiure mehr gebildet werden kann?%), 

Vor mehreren Jahren wurde aber bereits dariiber berichtet }%), 
daB auch in Gegenwart von Bromacetat, d.h. bei ausgeschalteter 
Glykolyse noch fast ebensoviel Zucker verbrannt wird wie in unver- 
gifteten Zellen. Derartige Versuche mit Ganseerythrocyten sind in der 
Tab.I dieser Mitteilung aufgefiihrt. Neuerdings haben Barker,Shorr 
und Malam") ahnliche Befunde in Versuchen mit ausgewaschenem 
Hirnbrei, sowie mit Gewebsschnitten von glatter, quergestreifter 
und Herzmuskulatur, die mit Jodacetat vergiftet waren, erhoben. 

Demnach ist die Reaktionsform des oxydativen Kohlenhydrat- 
abbaus in den bisher untersuchten Zellarten unter jenen Substanzen 
zu suchen, die vor der durch Halogenacetat gesetzten Schranke liegen. 


5) Jacobsen, Biochem. Z. 257, 221 (1933). 

*) Lundsgaard, Biochem. Z. 220, 1 (1930). 

) Meyerhof u. Kiessling, Biochem. Z. 281, 249 (1935). 

8) Ostern, Biochem. Z. 273, 87 (1935). 

®) Lundsgaard, Biochem. Z. 217, 162; 227, 51 (1930). 

”) Lundsgaard, Biochem. Z. 220, 8 (1930). 

") Meyerhof u. Boyland, Biochem. Z. 237, 406 (1931). 

2) Krebs, Biochem. Z. 234, 278 (1931). 

13) Jost, Vortr. d. Naturwiss.-med. Institute zu Frankfurt a. M. 1937. 
4) J. of Biol. Chem. 129, 33 (1939). 
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In einer zweiten Versuchsreihe mit ausgewaschenen Ginse- 
erythrocyten haben wir weiter untersucht, welche der in Betracht 
kommenden Substanzen die starksten Oxydationssteigerungen bei 
ausgeschalteter Glykolyse hervorrufen. 


Trotzdem die hier beobachteten Atmungssteigerungen, wie schon in der 
I. Mitteilung erwihnt, kein Maf fiir die Verbrennungsgeschwindigkeit der 
zugesetzten Substanzen wegen ihrer verschiedenen Diffusionsgeschwindigkeit 
sind, so lieBen die Ergebnisse in Zusammenhang mit den an unvergifteten 
Zellen gewonnenen Erfahrungen doch den sicheren Schlu8 zu, daB die 
Oxydation an einer phosphorylierten Form des Kohlenhydrates einsetzen 
mu8. Denn wihrend die Verbrennungsprozesse unter normalen Be- 
dingungen durch die schnell eindringende Glucose stirker gesteigert wurden 
als durch die in Betracht kommenden Phosphorsiureester, war der Effekt bei 
der Bromessigsiiurevergiftung umgekehrt: hier waren die durch Glucose- 
zusatz verursachten Steigerungen der O,-Aufnahme geringer und traten erst 
spiter in Erscheinung als nach Zusatz von Hexose- oder Triosephosphor- 
siiureester. Dies kann nur so gedeutet werden, daf diese Phosphorsiiure- 
ester unmittelbarer verbrennen als die Glucose, die zuniichst in eine 
phosphorylierte Form iibergefiihrt werden mu8; da aber diese Phosphory- 
lierung durch die Bromessigsiurevergiftung immerhin bis zu einem gewissen 
Grade beeintrichtigt ist, tritt der Atmungsvorsprung, den die Glucose sonst 
durch ihr schnelles Kindringen verursacht, nunmehr véllig zuriick. 


Von den Phosphorsiureestern, die in diesen Versuchen mit 
bromacetatvergifteten Ginseerythrocyten eine Steigerung der Ver- 
brennungsprozesse hervorriefen, kommt als Reaktionsform der ersten 
Oxydation wohl nur eine Triosephosphorsiure oder eine Hexose- 
monophosphorsiure in Betracht, wihrend die Harden-Youngsche 
Hexosediphosphorsiure (HdiP) als solche schwer angreifbar er- 
scheint; eine direkte biologische Dehydrierung der letzteren wurde 
bisher auch nicht beobachtet. Die HdiP steht aber den natiir- 
lichen Triosephosphorséiuren, der d-Glycerinaldehydphosphorsiure 
(d-GaP) und der Dioxyacetonphosphorsiure (DaP) sehr nahe, 
da sich in allen bisher untersuchten Zellen das Gleichgewicht 
HdiP = (Gap = Dap durch Vermittlung der Zymohexase’*) einstellt. 
Bei der Milchsaiurebildung wird die d-GaP durch den Cozymase- 
komplex dehydriert; die erstere ist also die eigentliche Reaktions- 
form der Glykolyse. Unsere Versuche stiitzen die Auffassung *%), 





%) Meyerhof, Lohmann u. Schuster, Biochem. Z. 286, 301, 319 
(1936); vgl. ferner 273, 413 (1934). 

16) Szent Gyérgyi hat schon vor einigen Jahren aus Untersuchungen 
iiber die Beteiligung des Dicarbonsiiuresystems an der Wasserstoffiibertragung 
geschlossen, daB der oxydative Weg des Kohlenhydratabbaus an der Triose- 
stufe abzweigen miisse. Diese Z, 244, 115 (1936). 
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daB die d-(+)-Glycerinaldehydphosphorsaure auch als 
die bevorzugte Reaktionsform des oxydativen Kohlen- 
hydratabbaus zu betrachten ist. Denn die stirksten Atmungs- 
steigerungen in diesen Versuchen wurden nach Zusatz von DaP 
beobachtet, die sich ja gemiiB obiger Gleichgewichtsreaktion fort- 
laufend in natiirliche GaP umlagert. Wie bei der Glykolyse diirfte 
die d-GaP zu Phosphoglycerinsiure oxydiert werden. Der weitere 
Abbau wiirde dann wie bei der Glykolyse bis zur Brenztrauben- 
siure verlaufen. Durch die Oxydation der d-GaP wird die Bildung 
von Milchsiure unterbunden, weil der fir die Hydrierung der 
Brenztraubensiure nétige Wasserstoff nunmehr iiber die Zwischen- 
systeme auf den Atmungssauerstoff iibertragen wird. Kigene Unter- 
suchungen iiber den Abbau der Brenztraubensdure legen iibrigens 
die Vermutung nahe, daB die weitere Oxydation unter Vermittlung 
des B,-Vitamins bereits an der Phosphobrenztraubensiure ein- 
setzen kann. 

Neben der d-GaP kommt noch Hexosemonophosphorsiure als Oxydations- 
substrat in Betracht. In unseren Versuchen rief zugesetzter Embden- Ester 
stiirkere Atmungssteigerung hervor als die HdiP, was aber wohl auf die 
fiir die letztere besonders ungiinstigen Permeabilititsverhiltnisse zuriick- 
zufiihren ist. Die direkte Oxydation einer Hexosemonophosphorsiure iiber 
Phosphohexonsiiure in tierischen Zellen liegt jedenfalls im Bereich der 
biologischen Méglichkeiten, nachdem Warburg und Christian") den 
schrittweisen oxydativen Abbau von Robison-Ester durch das aus Pferde- 
blutkérperchen isolierte Triphospho—Pyridin-Nucleotid (an spezifische Proteine 
gebunden) nachweisen konnten. Fiir jene Organe aber, in denen eine deut- 
liche Zymohexasewirkung (vgl. S. 10) nachweisbar ist, scheint uns die natiir- 
liche Glycerinaldehydphosphorsiure die bevorzugte Reaktionsform des oxyda- 
tiven Kohlenhydratabbaus zu sein. 


So ergeben sich Wege, auf denen der oxydative Abbau der 
Kohlenhydrate das Milchsiurestadium umgeht. Damit ist jedoch die 
Pasteur-Reaktion noch nicht erklart. Denn zur vélligen Ausschal- 
tung der bei Sauerstoffentzug iiberschieBenden Milchsiurebildung 
geniigt nicht die Oxydation eines primaren Glykolyseproduktes 
(vgl. hierzu?$)]; sonst miiBte ja bei intakter Atmung ebensoviel 
Kohlenhydrat verbrennen, wie anaerob gespalten wird. Wir miissen 
vielmehr annehmen, daB mit dem Eingreifen des Sauerstoffs auch 
der wichtigste Teil des Milchsiure-bildenden Systems, der Cozymase- 
komplex, oxydativ ausgeschaltet wird’), Hierbei wirkt nach Hahn 


") Biochem. Z. 292, 287 (1937); 287, 440 (1936). 
%) Kutscher u. Sarreither, Diese Z. 265, 152 (1940). 
') Lipmann, Biochem. Z. 265, 133 (19383). 





12 Hans Jost, 


ein auswaschbarer Stoff mit, der nicht zum Dicarbonsaiuresystem 
gehért”). 
Experimenteller Teil 


Methodisches. Die Untersuchungen wurden wieder hauptsichlich mit 
ausgewaschenen kernhaltigen Erythrozyten junger Ginse ausgefiihrt. Wir 
haben zwar auch diesmal Untersuchungen mit Gewebsschnitten von Saugetier- 
organen ausgefiihrt und dhnliche Ergebnisse erhalten. Diese erschienen uns 
aber weniger zuverliissig, da Gewebsschnitte bei der Auswaschung Schidi- 
gungen erleiden. 

Die Entnahme und Auswaschung des Ginseblutes geschah im all- 
gemeinen wie bei den Versuchen der I. Mitteilung; doch wurde nunmehr 
eine bessere Abtrennung der Leukocyten*) erreicht, und zwar durch folgende 
Arbeitsweise: Nach Aufschwemmung und Zentrifugieren wurden nur die 
untersten Schichten der sedimentierten Zellen mit der Pipette herausgesaugt 
und in neue Zentrifugengliser pipettiert.; darin wurden sie mit dem 5-fachen 
Volumen isotonischer Salzlésung aufgeschwemmt und abermals zentrifugiert. 
Bei 4 maliger Wiederholung der Waschung wurden jedesmal, ebenso wie 
vorher, nur die untersten Schichten der Blutkérperchen herauspipettiert und 
weiter verarbeitet. Auf diese Weise waren schon nach der zweiten oder dritten 
Waschung praktisch alle Leukocyten, wenn auch mit groBem Verlust, entfernt. 

Die Waschfliissigkeit fiir die zu vergiftenden Ansitze enthielt m/4000- 
bromessigsaures Natrium. Fiir die II. Versuchsreihe haben wir die Erythro- 
eyten zur intensiveren Auswaschung vor dem Versuch im 50fachen Volumen 
Salzlésung mit m/4000-Bromacetat suspendiert, im Eisschrank sedimentieren 
lassen und dann erst abzentrifugiert. 

Zum Versuch wurden die so vorbehandelten Erythrocyten mit dem 
gleichen Volumen isoton. Salzlésung aufgeschwemmt, die jetzt fiir die ver- 
gifteten Zellen m/2000-Bromacetat enthielt. Bei den Versuchen mit Gesamt- 
blut wurde m/2000-Bromacetat eine Stunde vor Versuchsbeginn zugesetazt. 

Fast alle Atmungsversuche, auch die der zweiten Versuchsanordnung, 
wurden am Warburg-Manometer mit etwa 25 cem grofen Respirations- 
gefiBen, die eine ganz flache Form hatten und so der 4—5cem betragenden 
Suspension eine groBe Oberfliiche gewihrten, durchgefiihrt; in der Mitte 
der AtmungsgefiBe befand sich ein héherer Einsatz, in den 0,5 eem 10°/, KOH 
gegeben wurden. Der O,-Verbrauch wurde wie gewéhnlich am Manometer 
abgelesen, wihrend wir die gebildete CO, fiir die Ermittlung der RQ. in 
der KOH des Einsatzes nach dem Versuch ermittelten. Zu diesem Zweck 
wurde die Einsatzfliissigkeit in einen manometrischen van Slyke-Apparat 
quantitativ iibergefiihrt. Dies geschah mittels eines kleinen Hebers, der mit 
dem Boden der Einlaufbiirette durch Gummistopfen verbunden die Einsatz- 
fliissigkeit beim Senken des Quecksilbers ansaugte und direkt in die Gas- 
biirette leitete; der Einsatz wurde mit geringen Mengen CO,-freien Wassers 
nachgespilt. Die Bestimmung der Atmungskohlensiure wurde bei der ersten 
Versuchsanordnung durchgefiihrt. Die erwiinschten hohen RQ. wurden 


20) Hahn u. Mitarb., Z. Biol. 99, 614 (1940). 
*) Die Leukocyten bildeten in unsern Versuchen am Gesamtblut schon 
unter aeroben Bedingungen etwas Milchsiiure. Wir haben sie daher in den 
weiteren Versuchen mdglichst vollstindig entfernt. 
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meist nur gefunden, wenn die Giinse zum ersten Male punktiert worden waren 
(vgl. S. 4, I. Mitteilung). 

Aus dem Sauerstoffverbrauch konnte das im Versuch oxydierte Kohlen- 
hydratiquivalent direkt berechnet werden, wobei die geringe Abweichung 
des RQ. nach unten auf Eiweibverbrennung bezogen wurde. 


mg Kohlenhydrat od. Milchsiiure = ccm O,-Verbrauch x a x 1,34 


Die Milchsiiure wurde in jedem Versuch gesondert bestimmt”'), so dab 
die Menge des oxydierten Kohlenhydrates einschlieBlich der Hexose- und 
Trioseester aus dem oben errechneten Kohlenhydratiquivalent nach Abzug 
der Milchsiiure berechnet werden konnte. Wir haben zwar in unseren Ver- 
suchen der Tabelle I auch den Zuckerwert??) (Gesamtreduktion) sowie die 
Reduktion der Phosphorsiiureester*’) bestimmt, doch lieB sich aus diesen 
Reduktionsbestimmungen kein zuverlissiger Uberblick iiber die Kohlenhydrat- 
bilanz gewinnen, weil immer gréBere Verschiebungen unter den Phosphor- 
siiureestern, die eine verschiedene Reduktionsfihigkeit haben, eintreten. 

Die Gewinnung der zugesetzten Substanzen und die Einstellung der 
Zusatzfliissigkeiten geschah wie in den Versuchen der ersten Mitteilung. 
Allen. Versuchen mit gewaschenen Blutkérperchen der Tab. I wurde Glucose, 
in einigen Versuchen auch d-Lactat in geeigneten Konzentrationen zugesetzt. 


Versuchsergebnisse. Bevor wir die Versuche der Tab. I besprechen, 
bei denen O,-Verbrauch, RQ. und Milchsiurebildung von normalen und durch 
Bromacetat vergifteten Erythrocyten verglichen wurden, soll zunichst an 
einigen Beispielen gezeigt werden, dab die unter anaeroben Bedingungen 
eintretende Milchsiurebildung*) durch die gewihlte Behandlung mit Brom- 


acetat vollig ausgeschaltet war. 
Diese zur Anaerobiose bestimmten Ansiitze wurden bei 37° in be- 
sonderen GefiéBen exponiert, die wir zuerst evakuiert und dann mit reinem 


Stickstoff gefiillt hatten. 

Wie nun zunichst aus den Versuchen der Tab.I hervorgeht, 
ist der Sauerstoffverbrauch nach Bromacetatvergiftung (b-Versuche) 
durchschnittlich nur um 10°/, gegentiber den unvergifteten An- 
sitzen (a-Versuche) vermindert. Der RQ. (Spalte 4) liegt in allen 
Versuchen zwischen 0,96 und 1,0, in den Bromacetatansitzen meist 
etwas héher als in den normalen Ansitzen. 





21) E. Lehnartz, Diese Z. 179, 1 (1928). 

2) Hagedorn u. Jensen, Biochem. Z. 135, 46 (1923). 

3) Embden u. Jost, Diese Z. 179, 24 (1928). — Wie in den Versuchen 
der I. Mitteilung wurden alle Werte auf cine einheitliche Blutkérperchen- 
zxhl von 2,5 Millionen pro emm umgerechnet. 

*) Wie aus diesen Milchsiiurewerten hervorgeht, zeigen die véllig von 
Leukoeyten befreiten kernhaltigen Erythrocyten eine betrichtliche anaerobe 
Milchsiiurebildung. Dasselbe gilt auch fiir die kernlosen Erythrocyten vicler 
Siiugetiere in Gegensatz zu den Auffassungen Willstaitters, der fiir die 
Glykolyse des Blutes nur die Leukocyten verantwortlich macht. Eigene 
Untersuchungen iiber die Milchsiurebildung der verschiedenen Erythrocyten 
werden spiter veréffentlicht. 
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Milehsiurebildung in Anaerobiose 
(Gewaschene G.B.K., Glucose in 3, 5, 7 zugesetzt, d-Lactat in 5 und 7) 


























» , Nach 4 stiindiger 
Versuch Vorher Exposition 
7 90 0 200 mg-°/, 
. mg-°/ ~ ' 
5 Normale Erythrocyten 39 7 87 
3 5,8 53 
Bromacetatvergiftete 20 _ 
~ Erythrocyten _ - 
3 i 7 5,8 6,4 


In der Spalte 8 ist die Menge des oxydierten Kohlenhydrates 
nach Abzug der verbrannten Milchsiure*) (Spalte 7) angegeben. 
Aus diesen Werten geht zunichst fir die bromacetatvergifteten 
b-Ansitze hervor, daB in diesen meist mehr Zucker als Milchsiure 
verbrannt worden ist, trotzdem, wie aus friiheren Versuchen”) be- 
kannt ist, die Milchsiureoxydation in Gegenwart von Bromessig- 
siiure iiberhaupt nicht gehemmt ist. In den unvergifteten a-An- 
sitzen sind die Anteile des verschwundenen Kohlenhydrates und 
der verbrannten Milchsiéure ganz dhnliche wie in den bromacetat- 
vergifteten b-Ansitzen. 

Aus der Tatsache, daB die Verbrennungsprozesse bet hohem RQ. 
durch Bromacetatvergiftung weder in qualitativer noch in quanti- 
tativer Beziehung verdindert werden, mufs geschlossen werden, dafi 
die Zuckerverbrennung in normal atmenden Zellen unter vélliger 
Ausschaltung der Muilchsdéurebildung verliuft. 

In der Tabelle II sind einige unserer Atmungsversuche mit 
ausgeschalteter Glykolyse zusammengestellt, bei denen Glucose, 
Hexosediphosphorsiure, Hexosemonophosphorsiure, Dioxyaceton- 
phosphorséiure oder Milchséure zugesetzt wurde. Aus den Ver- 
suchen 1 und 2 der Tabelle geht hervor, daB die Milchsaiure auch 
unter diesen Bedingungen die stirkste Atmungssteigerung hervor- 
ruft. Auffallend gering ist jetzt demgegeniiber der durch Glucose- 
zusatz verursachte Sauerstoffverbrauch (b-Versuche). Er ist in jedem 
Versuch deutlich geringer als die durch HdiP oder gar durch 
DaP verursachte Atmungssteigerung. Die zugesetzte Dioxyaceton- 
phosphorsiure wird, wie schon erwahnt, nicht selbst oxydiert, sondern 
ihre Gleichgewichtsform die d(+)-Glycerinaldehydphosphorsiure. 





*) Im zuckerhaltigen Giinseblut findet keine nennenswerte Resynthese 
von Zucker aus Milchsiure statt. Andernfalls wiren diese Versuche a fortiori 


beweisend. 
*4) Meyerhof u. Boyland, Biochem. Z. 237, 406 (1931). 





Tabelle IL 








15 


WUWIRISI[IL Ul aloMoinesyoI_ pun -yerpAqusalqoy 
uayAd0IYJAID WoJOJJLIIVAYVJOOVUIOIG YIU ozjJRSUY :q ‘oz}RSUY V[BULION :B 




































































E sor | ga 0zz | ZBgz 9TI vor | woe | at2t zs | 0860 | s'sI q 
= GL | 8°¢ 916 | 18% F6 ret | «6 9E «(|S O86F 8° €96°0 6°08 c 8g 
S et | G8 | L486 | ge 0'6 oor | 93 | &'8E O'TS 886'0 LOT q 
5 | | 936 | OFZ 9°6 6st | 93 | G68 G'S £660 0'ST G BC 
‘ ‘ ‘ 
ss | | ‘91 => | ae | SL ‘Or ¥86'0 ‘eT q 
ps | | 691 sO 6] 60k) CU] C2 ‘OT 1860 9°éT ¢ | &%F 
; | | j 
= LST s'9 | Gk | 896 eT — | ge | gig IGT OT ‘TT q 
is ¢*2 9 | OFZ | 9cZ lor | ¢8 | 89 a) 3660 | Ger c BE 
P, uotsusdsng-usyqoiedio yng jlur oyonsi9A “YT 
° 1 
S | 966 | (OS S'eI oo 6| «OT | «COKE ‘6T | 9260 | F'9T q 
o | eIZ | 09% | eer | Bit os | Teo | 9 q | x 
3 | 0&3 CFG 9°] v2 | 186 | BE LG | e860 «|S ST q 
zo E1Z GES | 9 °0F G'S sco | S860 6| «6802 F BT 
2 jN[QJUIBSI4) TUL dYINSLO A | 
E, rie 5 og 7 | | sumezazea | 4 aN | Ne boda ¥ | ¥ 
_ ~ | 3 | ' 
o esoonpy su esoon[xy) Sul JUUBIQIOA | Sunuyy tis | | Ulod UI 
E sunuyy sunuyy i mys APE 2 “Oy | yoneaq 
2 ovu | IOA yoRu | IOA Mey “OTN | youu | JOA — | | WA“O | PIS 
| et Tes ae  ...., , CA Bigs 1 _ a 
cE 1aysq~“sroydsoyg ToLNYNpayuresex yerpaAy uorsuadsng uayorodi0y¥ 3197, 
t Jap wonynpoy . | -dalqoy a}ia MINERS -jn[_q Jepo yng Wdd OOT 
5 do MSTONYNpsy sunuyy 
Ot | 6 g . 9 y+ © | & FEF 





IT 9Tl? 94 









16 Hans Jost, Uber das Ineinandergreifen yon Glykolyse usw. 


Tabelle II 


Je 1 cem Suspension yon gewaschenen mit m/2000-Bromacetat vergifteten 
Ginseerythrocyten. Blutkérperchenzahl 2,5 Mill. pro emm 














“4 or ee 7 2 | 3 | | 4 5 
i Sauerstoffverbrauch in emm 
ro eem Blutkérp.-Suspension 
Zugesetzte Substanz = ites ee ee 
nach — nach | nach 
60 Min. 120 Min. | 180 Min. 

la m/75- aaaiion: sae 12,0 18,3 29.9 
b m. 75-Glucose + Phosphat 13,2 22,7 30,6 
¢ NTC «+ * & 8 Sis 20,8 33,4 44,1 
d m/75-DaP. .... 34,5 63,7 87,5 
e mitonmetet. . . «eee 45,7 85,1 114,3 
2a m/50-Phosphat. .... . 18,7 46,7 
b m/50-Glucose + Phosphat 18,6 46,7 
« m/50-Hexosemonophosphat 25,4 63,4 

ad SE 6-5 x wee oe 23,6 56,0 
e m/50-Lactat. ..... i 32,2 93,1 
3a m/50-Phosphat. , 24,1 42,7 51,5 
b m/50- Glueose + Phosph: it 28,1 46,6 53,7 
¢ m/50- I Ss rab vee oh Re ae Ue 37,9 57,6 68,1 
d m/50-HdiP ne 35,0 51,4 60,4 
4a m/100-Phosphat. ... . 20,7 50,8 
b m/100-Glueose + rae tt 21,3 56,4 
ro m/100-HdiP 34,2 83,7 
d m/100-DaP . 39,8 102,6 


Zusammenfassung 


Versuche iiber das Ineinandergreifen von Glykolyse und Oxy- 
dation an ausgewaschenen, kernhaltigen Erythrocyten des Gianse- 
blutes ergaben, daB der oxydative Angriff nicht an der Milchsiure, 
sondern vorzugsweise an der oxydationsfihigen Form der Triose- 
phosphorsiure (d-Glycerinaldehydphosphorsiure) einsetzt. Dies wurde 
aus folgenden Versuchsergebnissen geschlossen: 

1. Triosephosphorsiure ruft bei normalen und bromacetat- 
vergifteten Zellen betriichtliche Atmungssteigerungen hervor. 

2. Der oxydative Abbau des Kohlenhydrats ist bei aus- 
geschalteter Dismutation im Triosestadium kaum behindert. 

3. In bromacetatvergifteten Zellen wird Triosephosphorsiure 
schneller verbrannt als Glucose und Hexoseester. 

Der weitere oxydative Abbau muB dann von der Phospho- 
glycerinsiure tiber Brenztraubensiure oder Phosphobrenztrauben- 


siure fihren. 
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In welcher Form scheiden Kaninchen Substanzen aus, 
die einen mit einem Benzolring gekuppelten Finfring enthalten 
und dem Indoltypus nahe stehen? 

Von 


F. Béhm 


(Aus dem Laboratorium der Lungenheilstaitte der Pensionsanstalt der Privatangesteliten 
in Neu Schmecks, Slowakei) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. April 1941) 


Es ist bekannt, daB das Indol beim Kaninchen und beim 
Hund nach der Verfiitterung und parenteralen Verabreichung im 
Urin als Esterschwefelsiure und als gepaarte Glucuronsiure er- 
scheint. Es schien mir aus mancherlei Gesichtspunkten interessant 
zu beobachten, ob diese Ausscheidungsart auch bei sonstigen mit 
Benzol gekuppelten Fiinfringen der allgemeinen Formel 


ae “\)—CH 


| 
NC 
X 
die Regel ist. Zu diesem Zwecke wurden 2—3 kg schwere 
Kaninchen, die auf eine Standardkost von 200g Karotten und 
400 g Kraut gesetzt wurden, nach einer 3 Tage dauernden Vor- 
beobachtungsperiode verwendet. Bei den Kaninchen wurde die 
Schwefelausscheidung, und zwar die Ausscheidung des anorgani- 
schen und des Esterschwefels gravimetrisch nach Folin, die des 
Neutralschwefels gravimetrisch nach Benedict bestimmt. AuBer- 
dem wurde die Ausscheidung von Glucuronsduren qualitativ mit 
der Naphthoresorcinreaktion nach Tollens gepriift. Bei der an- 
gegebenen Kost schieden die Tiere itiberhaupt keine Glucuronsiure 
im Urin aus: das zum Ausschiitteln des Reaktionsgemisches ver- 
wendete Benzol war nach der Trennung der Schichten immer 
farblos. 
Die bei den Versuchen verwendeten Substanzen stammen 
von Th. Schuchardt und wurden nach Priifung der Analysen- 
reinheit verwendet. 


bo 
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Die verarbeiteten Stoffe waren: 


CH CH, 
Inden: C,H. ScH Hydrinden: C,H,~ Sen, 
\CH, \CH,- 
CH. CH 
1-Hydrindon: C,H,4 CH, Cumaron: CH SCH 
\ co ae ad 
LOH, CO 
Thionaphthen: C,H,< SCH Triketohydrinden: C,H,~ Soo 
SS va \co”% 


Die Tiere vertrugen Mengen von 1g Inden und Hydrinden 
anstandslos, dieselbe Menge von 1-Hydrindon wirkte hypnotisch, 
die Tiere schliefen bis 3 Stunden, erholten sich aber wieder ganz. 
Das Triketohydrinden oder Ninhydrin wurde nur bis zu einer 
Dosis von 0,5 g vertragen, es wirkte auch hypnotisch. Mengen 
von iiber 0,75 g téteten die Tiere. Cumaron wirkte bei einer 
Dosis von 1 g toxisch, die Mehrzahl der Tiere erholte sich aber 
wieder ganzlich. Das Thionaphthen verursachte bei den Versuchis- 
tieren von 0,75 g ab aufwarts ein Bild, das dem ihnlich war, 
das Christomanos und Scholz?) bei Hunden nach Thiophen- 
verabreichung beschrieben, die Tiere gingen alle ein. Nach Dosen 
von 0,5 g hatten die Tiere Durchfall, zeigten fiir einige Stunden 
FreBunlust und der Urin hatte einen sehr unangenehmen Geruch. 


_ Die Stoffe wurden, wenn nicht besonders angegeben, in 2 ccm 
Athylacetat gelést mit Schlundsonde per os gegeben, die Sonde 
wurde mit 150 ccm Wasser nachgespiilt. 


Ich bringe im folgenden die Versuchsergebnisse in Tabellenform. 


Tabelle I 


Kaninchen Nr. 1 























Anorg. Schwefel | Esterschwefel | Tollenssche R. 
| 08088 0,0170 neg. 
0,2441 0,0105 neg. 
1,0061 g Inden .... 0,1175 0,0315 fb + 
0,1935 0,0356 + 
0,1516 0,0064 neg. 
1,0048 g Hydrinden . . 0,1228 0,0264 +++ 
0,1528 0),0053 . neg. 
0,1634 0,0038 neg. 
0,1208 0,0073 neg. 
1,0049 g 1-Hydrindon . 0,1086 0,0131 +++ 
0,1169 0,0081 neg. 
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In welcher Form scheiden Kaninchen Substanzen aus usw. 19 


Tabelle II 


Kaninchen Nr. 2 
































Anorg. Schwefel | Esterschwefel | Tollenssche R. 
0,1138 0,0124 neg. 
0,1742 0,0151 neg. 
1,0086 g 1-Hydrindon . 0,2769 0,0195 +++ 
0,1264 0,0055 neg. 
0,1123 0,0086 neg. 
1.0028 g Hydrinden . . 0,1649 0),0411 +++ 
0,1756 0,0124 + 
0,1006 (),0069 neg. 
1,0004 g Inden ... . 0,1130 0),0437 +++ 
0,1054 0,0079 neg. 
0,1168 0,0037 neg. 
0,7537 g Indol .... 0,0791 0,0426 + 
0,2639 0,0358 neg. 
0,0815 0,0005 neg. 
0,0552 0,0043 neg. 
0,0961 0,007 1 neg. 
0,5007 g Ninhydrin . . 0,1404 0,0206 fe fe ot 
0,1714 0,0145 + 
0,0910 0,0035 neg. 


In den ausgeschiedenen Urinen konnten keine besonderen 
Reaktionen aufgezeigt werden, die auf andere erfaBbare Aus- 
scheidungsprodukte hitten hinweisen kénnen. Die Thormilensche, 
die Ehrlichsche und die Reaktion mit naphthochinonsaurem 
Natrium waren immer negatiy. 

Dabei ist aber bemerkenswert, daB die alkoholisch-wiBrige 
Lésung des Indens in der Thormalenschen Reaktion eine blaue 
Farbung mit spaiter sich ausscheidendem blauem Niederschlag, das 
1-Hydrindon aber eine intensive, dem Indol entsprechende Reaktion 
gibt: nach Nitroprussidnatriumzusatz und Lauge eine tiefviolette, 
nach Essigsiurezugabe eine tiefblaue Farbung. Im Urin fand sich 
aber diese Reaktion nie. Das Ninhydrin gibt in waBriger Lisung 
starke Reaktionen mit Phenylhydrazin. Im Urin konnte diese 
Reaktion auch nach erfolgter Hydrolyse nicht beobachtet werden. 

Aus den beiden Tabellen geht hervor, daB nach der Ver- 
abreichung der Versuchsstoffe Esterschwefelsiuren vermehrt aus- 
geschieden werden. Der Zuwachs ist am geringsten nach 1-Hydrindon, 
stiirker nach Inden und Hydrindenverabfolgung, bleibt aber immer 
unter der Stiirke der Esterschwefelsiureausscheidung nach Indol. 
Die Ausscheidung von Glucuronsiure ist mit der Tollensschen 


Reaktion immer nachweisbar, sie ist aber immer stirker als nach 
a 
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Verabreichung von Indol. Es ist nicht ausgeschlossen, daB die 
Esterschwefelsiiureausscheidung nach Ninhydrin bei Verabreichung 
gleicher Mengen die nach Indoleingabe beobachtete erreicht. Die 
Toxizitat des Ninhydrins macht jedoch die Steigerung dieser 
Dosis unméglich. 

Tabelle II 


Kaninchen Nr. 3 











Anorg. Schwefel | Esterschwefel | Tollenssche R. 
0,2068 0,0013 neg. 
0,2196 0),0034 neg. 
1,0007 g Cumaron. . . 0,0935 0,0167 neg. 
0,1011 0,0177 neg. 
0,1882 0,0013 neg. 
0,2465 0,0008 neg. 
0.7511 g Indo) .... 0,1903 0,0765 a 
0,0833 0,0087 neg. 
0,0703 0,0053 neg. 
0,0466 0,0031 neg. 
0,0264 0,0044 neg. 
0,7508 g Cumaron. . . 0,0091 0,0180 neg. 
0,0842 0,0117 neg. 
0,0150 0,0088 neg. 











Kin zweiter Cumaronversuch verlief analog: nach der Ver- 
abreichung des Versuchsstoffes wurde eine Vermebrung der Ester- 
schwefelausscheidung fiir 48 Stunden beobachtet, die aber unter 
der nach Indolgabe beobachteten blieb. Eine Glucuronsiure- 
ausscheidung konnte mittels der Tollensschen Reaktion niemals 
nachgewiesen werden. 

Zuletzt untersuchte ich das Verhalten des Thionaphthens. 
Dieser Stoff zeigte bemerkenswerte Eigenheiten. Es konnte nim- 
lich in Analogie dazu, daB das Indol die Muttersubstanz des 
Indigos ist und nach oraler Verabreichung als Indoxylschwefel- 
siiure ausgeschieden wird und als Indigo identifiziert werden kann, 
erwartet werden, da8 im Urin nach Verabreichung von Thionaphthen 
Thioindigo gewonnen bzw. nachgewiesen werden kann. Das Thio- 
naphthen kann ja nach obiger Analogie als die Muttersubstanz 
des Thioindigos betrachtet werden: 


“~—CH “~——C(OH) _ rN 


| | ] > | ] » CoH Fa 
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Das biologische Verhalten des Thionaphthens wurde bisher 
meines Wissens noch nicht untersucht. Schenck?) beobachtete 
die Ausscheidungsverhiltnisse nach der Verabfolgung von (-Oxy- 
thionaphthen (Thioindoxyl), dem dem f-Indoxyl entsprechenden 
Derivat des Thionaphthens. Er fand, daB nach der Verabreichung 
dieses Stoffes im Urin das Thioindoxyl an Glucuronsiure und 
Schwefelsiure gekoppelt erscheint und mit der Obermeyerschen 
Reaktion als rotes Thioindigo aus Chloroform identifiziert werden 
kann. Demgegeniiber konnte ich in zahlreichen Versuchen nach 
Verabreichung von Thionaphthen im Urin niemals das Thioindigo 
bzw. seine Vorstufen nachweisen. 


Tabelle IV 


Kaninchen Nr. 4 








Indicanausseheidung Thionaphthen Indicanausscheidung 
pro Tag in mg mg pro Tag in mg 
1,53 404,3 1,60 
6,8 511,0 5,2 
4,42 503 4,31 








In der folgenden Tabelle wurde auBer der Ausscheidung des 
anorganischen Schwefels und des Esterschwefels auch die Aus- 
scheidung des Neutralschwefels quantitativ bestimmt, da der 
Schwefelgehalt des Thionaphthens so die Méglichkeit bot, die 
Kliminierung des Stoffes im Urin zu erfassen. 


Tabelle V 


Kaninchen Nr. 5 








—Anorg. | Ester- Neutral- 




















Schwefel schwefel schwefel Tollens 
0,1939 0,0013 0,1021 neg. 
0,1466 0,0049 0,0828 neg. 
0,1985 0,0077 0,0613 neg. 
0,5124 g Thionaphthen 0,0881 0,0027 0,1142 4- 
(),2204 0,0013 0,0939 neg. 
0,2026 0,0033 0,0881 neg. 
0,2502 0,0046 0,0983 neg. 
0,5135 g Thionaphthen 0,2186 0,0032 0,1262 + 
0,2083 0,0002 0,0982 neg. 
0),2854 0,0003 0,0903 neg. 
0,4981 g Thionaphthen 0,1589 0,0025 0,1371 + 
0,2772 0,0098 0,1069 neg. 
0,1830 0,0060 0,0756 neg. 


to 


F. Bobm, 


KS 


Die zweite Thionaphthengabe wurde intramuskulir in 2 ccm 
Olivenél gelést gegeben. Die verabreichten Mengen von Thio- 
naphthen sind 0,1222 g, 0,1299 g und 0,1187 g Schwefel iquivalent, 
es wurde also jedesmal weniger als die Halfte der entsprechenden 
verabreichten Schwefelmenge wiedergefunden. Die Esterschwefel- 
ausscheidung war niemals erhoht, die Tollenssche Reaktion zeigte 
miBig vermehrte Glucuronsiuremengen an. Analoge Verhiltnisse 
zeigte ein zweiter Versuch: 


Tabelle VI 


Kaninchen Nr. 6 

















 Anorg. Ester- i: x ‘Neutral- | 
Schwefel schwefel schwefel Tollens 
0,2083 0,0012 0,0523 neg. 
0,2491 0,0015 0,0576 neg. 
0,5096 g Thionaphthen 0,2003 0,0014 0,1541 4 
0,2149 0,0049 0,0425 neg. 
0,2054 0,0010 0,0908 neg. 
0,1673 0,0054 0,0878 neg. 
0,2275 0,0093 0,1261 neg. 
0,5108 g Thionaphthen 0,1673 0,0099 0,2213 
0,2227 0,0094 0,1278 neg. 
0,2064 0,0082 0,1391 neg. 














Das Thionaphthen wurde in diesem Versuch peroral, in 3 ccm 
warmem Olivenél gelést verabreicht, die verabfolgten Mengen ent- 
sprechen 0,1215 und 0,1218 g Schwefel. Die Tollenssche Reak- 
tion war auch in dieser Serie ziemlich schwach. 


Um nun festzustellen, in welcher Form das Thionaphthen ausgeschieden 
wird, wurden die entleerten Urinmengen nach Ansiuern mit Schwefelsiure 
erschépfend mit Ather extrahiert. Nach dem Verjagen des Athers wurde 
der Riickstand mit Wasserdampf destilliert, im Destillat konnte kein iiber- 
gegangenes Thionaphthen festgestellt werden. Der Riickstand der Wasser- 
dampfdestillation wurde langsam verdunstet, wobei eine zihe orangefarbige 
Masse zuriickblieb, die sauer reagierte, spontan nicht krystallisieren wollte, 
sehr hygroskopisch war und eine starke Schwefelreaktion gab. Die Masse 
wurde in wenig Wasser gelést und mit verdiinnter Natronlauge gegen 
Lackmus neutralisiert. Die Lésung wurde wieder eingetrocknet, der Riick- 
stand einigemal in Alkohol gelést und am Wasserbad verdunstet. Es blieb 
endlich eine sehr hygroskopische orangefarbene Substanz zuriick, die nach 
lingerem Stehen bei 120° im Trockenschrank sich in eine grobkrystallinische 
Masse umwandelte, die aber bei Zimmertemperatur gierig Wasser anzog. 
Der Stoff wurde nach Trocknung im Hochvakuum der Analyse unterworfen, 
er gab eine starke Schwefelreaktion, Stickstoff war héchstens in Spuren 
vorhanden. 
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15,465, 14,193 mg Subst.: 10,205, 9,535 mg BaSOQ,. 

Fir C,H,SO -C,H,O,Na Ber. S 9,19 Gef. S 9,06, 9,22. 

Die Zahlen stimmen gut fiir das Natriumsalz der Thionaphthen- 
glucuronsiure. Es mu8 hier betont werden, da8 das von Schenk isolierte 
Kaliumsalz der Thionaphthen-f-glucuronsiure mit dem Obermeyerschen 
Reagens eine rote Firbung gibt, deren Substrat als Thioindigo identifizierbar 
war. Dieses Salz konnte vom Autor auch synthetisch gewonnen werden. 
Da in unsrem Falle aber mit dem Obermeyerschen Reagens keinerlei 
Reaktion erzielt werden konnte, die Analyse des isolierten Ausscheidungs- 
produktes aber auf ein Glucuronsiiurekupplungsprodukt hinweist, kann an- 
genommen werden, daB es sich wahrscheinlich um die Thionaphthen-a- 
glueuronsiure handelt. Die a-substituierten Thionaphthenabkémmlinge werden 
ebenso unfihig sein zur Bildung des Thioindigogeriistes, wie die a-sub- 
stituierten Indolderivate das Indigogeriist nicht bilden kénnen. Diese 
Fahigkeit scheint nur den beiderseitigen 6-Abkémmlingen eigen zu sein. 
Kin abweichendes physiologischen Verhalten kénnte aber insofern dann 
konstatiert werden, indem das Thionaphthen im KoO6rper primiir an der 
a-Stelle angegriffen, d. h. oxydiert wird, wihrend dies beim Indol an der 
p-Stelle stattfindet. 


Zusammenfassung 


Von den untersuchten mit Benzol gekuppelten Fiinfringen 
vom Indoltypus verhalten sich dem Indol &hnlich das Inden, das 
Hydrinden, das 1-Hydrindon und das Triketohydrinden. Nach der 
Verabreichung dieser Substanzen tritt im Urin der Kaninchen 
eine vermehrte Ausscheidung von Esterschwefelsiuren und Glu- 
curonsiure auf. Dabei ist die Ausscheidung der Esterschwefel- 
siure immer geringer, die der Glucuronsdure immer stiarker als 
nach Indolgabe. Nach Verabreichung von Cumaron tritt nur 
eine vermehrte Esterschwefelsiureausscheidung ohne nachweisbare 
Glucuronsiureausscheidung auf. Nach Thionaphthenverabfolgung 
tritt im Gegensatz dazu nur Glucuronsdureausscheidung ohne Zu- 
nahme der Esterschwefelsiuren im Harn ein. Das Ausscheidungs- 
produkt nach Thionaphthengabe konnte mit groBer Wabhrschein- 
lichkeit als Thionaphthen-#-glucuronsiure identifiziert werden. 


Literatur 


1 Christomanos u. Scholz, Zeitschr. f. g. Neurol. u. Psych. 144, 1 (1933). 
2, Schenck, Biochem. Z. 72, 383 (1918). 








Uber die Ausscheidung von Ketoindolen 
und ihren Abkémmlingen 


Von 
F. Bohm 


(Aus dem Laboratorium der Lungenheilstitte der Pensionsanstalt der Privatangestellten 
in Neu Schmecks, Slowakei) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5, April 1941) 


Im folgenden sollen Beobachtungen beziiglich der Ausschei- 
dung von Ketoindolen und ihren Derivaten beschrieben werden. 
Auf Grund zuginglicher Literaturangaben kam von diesen Ver- 
bindungen nur das Isatin in biologischen Versuchen zur Ver- 
wendung. Wang!) fand seinerzeit, daB nach der Verfiitterung 
dieses Stoffes an Kaninchen im Urin eine Vermehrung der Ester- 
schwefelsiureausscheidung eintritt. Die Beobachtung konnte im ) 
Rahmen dieser Untersuchungen bestiatigt werden, wie dies aus | 
der Tab. I hervorgeht. Bei diesen und den iibrigen Versuchen 
wurde dieselbe Methodik angewandt, wie in der vorausgehenden 
Arbeit. Im Harn war die Tollenssche Reaktion immer negativ. 


_s —a- ar 


Tabelle I 


Kaninchen Nr. 1 














Anorg. Ester- 
Schwefel schwefel 
0,0575 0,0056 
0,1204 0,0015 CO 
2? O0OOS g Isatin 0,0592 0,0241 *) C H sf : i 2 C. Cl 
0,0895 0,0078 Bali N Ps 
2,0004 ¢ Isatin- 0,0556 0,0119 
a-chlorid *) 0.1175 0,0108 C—NOH 
0,0677 0,0021 ~ Ge, Co 
0.4379 0.0050 \NH 
0,2672 0,0090 
1,5004 g §-[sa- 0,2472 0,02429 
toxim **) 0,2164 0,0099 
0,0996 0,0020 
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Kin zweiter Versuch zeigte ahnliches Verhalten; die Tollens- 
sche Reaktion war auch hier bei taglicher Priifung negativ. 


Tabelle 2 
Kaninehen Nr. II 

















Anorg. | Ester- 
Schwefel schwefel 
0,0881 0,0067 
§-dichlorid*) 0,1265 0,0163 sia 
0,1399 0,0070 NH 
0,1690 0,0080 
0,1980 0,0021 
1,0869 g Isatin 0,1913 0,0226 
0,1373 0,0021 


Das Isatin, das in analysenreinem Zustand von Schuchardt- 
Gérlitz bezogen wurde, wurde in warmer wiBriger Liésung oder 
Suspension verwendet. Das Isatin-a-chlorid wurde in kalter 
wiBriger Suspension verabreicht, um eine vorzeitige Zersetzung 
zu verhindern. Dieses Priparat stammt von der Firma Heyl & Co., 
Oberschéneweide. Das Isatin-9-dichlorid wurde nach der Vorschrift 
von Hantzsch?) hergestellt und zeigte sich in der Analyse als rein: 

3,221 mg Subst.: 0,186 eem N (25°, 750 mm). — 12,804 mg Subst.: 
18,100 mg AgCl. 

Fiir C,H,CION Ber. N6,94 C1351  Gef. N6,81 (134,98. 


Auch dieser Stoff kam in waBriger Suspension zur Ver- 
fiitterung. Das §-Isatoxim wurde nach der Vorschrift von Gabriel?) 
hergestellt und erwies sich als rein: 

2,173, 2,139 mg Subst.: 0,343 (25°, 732 mm), 0,332, (24°, 732 mm) ccm N. 

Fiir C,H,N,0, Ber. N 17,28  Gef. N 17,18, 17,41. 


Auch dieser Stoff kam in wiBriger Suspension in Anwen- 
dung; alle diese Stoffe wurden von den Tieren ohne besondere 
Reaktion vertragen. 

Als zweites Ketoindol wurde das Dioxindol versucht. Der 
Stoff kam in analysenreinem Zustand in wiBriger Lésung zur 
Verwendung. Dosen von 2g hatten einen toxischen Effekt: die 
Tiere bekamen einen Opisthotonus dhnlichen Zustand, der von 
Krimpfen und Tachypnoe begleitet war. Nach 2—3 Stunden 
erholten sich aber die Tiere und zeigten keine weiteren Schiden. 
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Bei Mengen von 1 g waren die Symptome nur angedeutet und 
fehlten bei der Verabreichung von 0,5 g. 

Ein diesbeziiglicher Versuch sei mitgeteilt. Auch hier war 
bei taglicher Priifung die Tollenssche Reaktion immer negatiy. 


Tabelle III 


Kaninchen Nr. 3 





Sl ce Sie | Reece 

















0,1693 0,0017 
0,1551 0),0014 
0,1564 0,0029 
2,0041 g Dioxindol. ..... 0,0159 0,0448 
0,1016 0,0084 
0,1986 0,0018 
0,2038 0,0044 
0,1556 0,0035 
1] 0040 g Dioxindol. ..... 0,1345 0,0217 
0,1182 0,0017 
0,1552 0,0046 
0,1649 0,0032 
0,5046 g Dioxindol. ..... 0,1786 0,0106 
0,1212 0,0018 


Aus den Urinen, die nach Isatinverabreichung entleert wurden, 
konnte nach erfolgter Hydrolyse mit Schwefelsiure und Neutrali- 
sierung das frei gewordene Isatin mit Phenylhydrazin isoliert und 
als Isatin-8-phenylhydrazon identifiziert werden (Schmelzp. 211°). 
Auch nach Dioxindolverabreichung konnte aus dem Urin nach 
der Hydrolyse mit Phenylhydrazin Isatinphenylhydrazon isoliert 
werden. Ob hier die Oxydation des Dioxindols zu Isatin schon 
intra vitam oder erst wahrend der Hydrolyse eingetreten ist, 
kann nicht mit Sicherheit entschieden werden. Kocht man nach 
erfolgter Abscheidung des Phenylhydrazons das Reaktionsgemisch 
noch ein bis zwei Stunden, so erfolgt eine weitere Abscheidung 
von Isatin-8-phenylhydrazon. Dies spricht fir das Vorhandensein 
von Dioxindol im Urin, da dieses erst nach lingerem Kochen 
mit Phenylhydrazin reagiert, wobei aber kein Dioxindolphenyl- 
hydrazon, sondern das Isatin-8-phenylhydrazon entsteht [Heller ‘)]. 

Endlich wurde auch das dritte bekannte Ketoindol, das 
Oxindol verwendet. Dieser Stoff wurde nach Heller durch Re- 
duktion von o-Nitrophenyiglyoxylséure in alkalischem Milieu her- 
gestellt. Die Substanz erwies sich als rein; 
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5,081 mg Subst.: 13,456mg CO,, 2,450mg H,O. — 2,969 mg Subst.: 
0,273 eem N (24°, 764 mm’. 

Fiir C,H,NO Ber. © 72,18 H5,26  N 10,53 
Gef. ,, 72,31 » 5,40 » 10,63. 

Dieser Stoff kam in wibriger Liésung zur Verfitterung, er 
zeigte keinerlei toxische Wirkung. Ein diesbeziiglicher Versuch 
sei mitgeteilt. Die Tollenssche Reaktion war ebenfalls bei tig- 
licher Priifung immer negatiy. 


Tabelle IV 


Kaninechen Nr. 4 











| | Anorg. Schwefel Esterschwefel 


0,2978 0,0089 
0,3035 0,0083 
(),2905 0,0067 
0,0035 g Oxindol. .. .... 0,1199 0,0770 
0,3417 0,0024 
0,2246 0,0026 








Betrachtet man die mitgeteilten Versuchsergebnisse, so kann 
festgestellt werden, da8 die Vermehrung der Esterschwefelsiure- 
ausscheidung nach Verabreichung von Ketoindolen und ihren Ab- 
kémmlingen eine konstante Erscheinung ist. Dabei spielt es 
augenscheinlich keine Rolle, ob die Ketogruppe an der a- oder 
§-Stelle des Pyrrolringes mit anderen Substituenten besetzt ist 
oder nicht. Die GréBe der Esterschwefelsiureausscheidung nach 
Isatin, Isatin-e-chlorid, Isatin-f-dichlorid oder #-Isatoximver- 
abreichung ist praktisch dieselbe. 

Kine Vermebrung der Indican- bzw. Indoxylausscheidung konnte 
in keinem Falle beobachtet werden. 

Bemerkenswert ist noch, daB in keinem Falle eine Aus- 
scheidung von Glucuronsdurepaarlingen mit der Tollensschen 
Reaktion hat nachgewiesen werden kénnen. Dies muB erwidhnt 
werden, weil nach Verabreichung von Triketohydrinden, also einer 
dem Isatin analogen Verbindung, die Tollenssche Reaktion sehr 
stark positiv war; sie war auch nach Isatingabe vollstindig negativ. 


Literatur 
Wang, Diese Z. 27, 556 (1899). 
Hantzsch, Ber. chem. Ges. 54, 1254 (1910). 
Gabriel, Ber. chem. Ges. 16, 518 (1890). 
Heller, Ber. chem. Ges. 49, 2774 (1906). 
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Weitere Beobachtungen tiber das Verhalten 
von @-Aminoséuren beim Erwarmen mit Natronlauge 
Von 
Emil Abderhalden und Oskar Béhm 


(Aus dem Physiologischen Institut der Martin-Luther-Universitaét Halle a. 8.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. April 1941) 


Ks ist kiirzlich der Nachweis erbracht worden‘), daB es beim 
Krwirmen von 1-Glutaminséiure mit 20°/,iger Natronlauge zur 
Bildung von d,l-a-Aminobuttersiiure kommt. Wir haben weitere 
¢-Aminosiuren u.a. d,l-Alanin, d,l-Leucin, l-Tyrosin und 
l-Asparaginsiiure in der gleichen Weise behandelt. Es lief 
sich einerseits Decarboxylierung und andererseits Desaminierung 
feststellen. Im folgenden sei iiber die entsprechenden Umwandlungs- 
produkte aus 1-Asparaginsiiure und 1-T'yrosin berichtet. Aus der 
ersteren Aminosiure erhielten wir c-Aminopropionsdure und 
ferner Acrylsiure. Die Kohlensiure- und Ammoniakbildung 
wurde quantitativ verfolgt. Dabei machten wir die Erfahrung, dab 
die Ammoniakabspaltung durch Zugabe von Tonstiickchen bzw. 
Aluminiumhydroxyd ganz erheblich beschleunigt wird. So erhielten 
wir N in Prozent der Kinwaage ohne Zugabe von Tonstiickchen, 
nach 2stiindigem Kochen am RiickfluBkihler 2,9°/,, mit Ton- 
stiickchen 7,98°/,, mit Aluminiumhydroxyd 10,53°/, (in Form 
von Ammoniak). Das abgespaltene Ammoniak wurde in der 
iiblichen Weise titrimetrisch bestimmt. Zur Kontrolle wurde 
auch Nesslers Reagens angewandt. Es erinnert die gemachte 
Beobachtung der katalytischen Beeinflussung der Desaminierung 
durch Zugabe von Tonstiickchen bzw. von Aluminiumhydroxyd 
an die Feststellung von Emil Baur’), wonach Knochenkohle die 
Higenschaft hat, ,Aminosiuren hydrolytisch zu zerlegen“. 

Das Auftreten der Acrylsiiure macht es wahrscheinlich, dab 
neben der a-Aminopropionsiiure auch f#-Alanin entstanden ist. 
Dieses geht bekanntlich leicht in Acrylsiure iiber. Aus Tyrosin 
erhielten wir 4-Oxybenzoesiure. Ferner konnten Ammoniak 
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und Essigsiure nachgewiesen werden. Ks ist somit der gleiche 
Zerfall erfolgt wie beim Schmelzen von Tyrosin mit Alkali- 
hydroxyd °). 

Die gemachten Beobachtungen werden nur deshalb mitgeteilt, 
weil in der Literatur wiederholt itiber Racemisierung von KiweiB 
durch Erwirmen in Natronlauge berichtet worden ist. Nachdem 
feststeht, daB dabei eine weitgehende Zersetzung statthat, sind 
die Ergebnisse von Versuchen mit auf dem genannten Wege er- 
haltenem, sogenanntem racemischen KiweiB anders zu bewerten, 
als es mehrfach geschehen ist. Ebenso wird man zur Racemisierung 
von Aminosiiuren andere Methoden als das Erwirmen mit Natron- 
lauge verwenden. 


Experimenteller Teil 

10g l-Asparaginsiure wurden mit 100 ccm 20°/, iger 
Natronlauge 25 Stunden lang am RiickfluBkiihler gekocht. Nach 
dem Abkiihlen wurde von ausgeflockten Produkten (Natriumsilicat) 
abfiltriert und das klare Filtrat im Vakuum zur Trockne ver- 
dampft. Der Riickstand wurde in Athylalkohol aufgenommen. 
Nach erfolgter Verdampfung unter vermindertem Druck wurde 
in bekannter Weise 2mal unter Verwendung von Athylalkohol 
und gasférmiger Salzsiiure verestert. Nach erfolgter Filtration 
wurde zur Trockne verdampft und der Riickstand zuniichst mit 
Ather ausgezogen. Beim Verdampfen der itherischen Lésung 
verblieb ein stechend riechendes, ungesittigtes Ol. Siedep. 98,5°. 
Ks lag Acrylsaiureathylester vor. Ausbeute 3g. Aus dem bei 
der Atherextraktion verbleibenden Riickstand wurden die Ester 
in bekannter Weise in Freiheit gesetzt. Bei deren Verseifen durch 
Kochen mit Wasser verblieb d,l-Alanin, Ausbeute 3,5 ¢. 

10 g 1-Tyrosin wurden mit 100 ccm 20°/,iger Natronlauge 
30 Stunden lang am Riickflufkiihler gekocht. Nach erfolgter 
Filtration wurde in einer Probe nach Kohlensiure gefahndet. 
Ks lieB sich keine solche nachweisen. Bei der Neutralisation der 
Lésung fiel Tyrosin aus. Insgesamt wurden 77°/, der angewandten 
Aminosiure zuriickgewonnen. Seine Racemisierung war keine voll- 
stindige ([«}* =— 3° in etwa 10°/,iger Natronlauge). In einer 
besonderen Probe verfolgten wir die Abspaltung von Ammoniak. 
Bei 1/, stiindiger Kinwirkung gingen 0,45°/,, bei 2stiindiger 0,63°/, 
des Stickstoffs in Form von Ammoniak in die vorgelegte n/10- 
Schwefelsiure tiber. Das nach Entfernung des Tyrosins ver- 
bleibende Filtrat wurde auf dem Wasserbad eingeengt. Wir 
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erhielten 2 Substanzen, die beide in Wasser und Alkohol leicht 
léslich waren. Durch Fraktionierung lieBen sich Oxybenzoesiure 
(annihernd 1,5 g) und Natriumacetat abtrennen. Die erstere 
Verbindung (Schmelzp. 210°) wurde durch die Elementaranalyse 
und durch die Uberfiihrung in Anissiure sichergestellt. Die 
Essigsiure wurde nach Infreiheitsetzung an ihrem Geruch erkannt. 
Ferner wurde die Kisenchlorid-Reaktion angestellt. 


Literatur 


1. Diese Z. 266, 41 (1940). 

2. E. Baur, Helvet. chim. Acta 5, 825 (1922). Weitere Arbeiten sind zitiert 
bei E. Baur u. K. Wunderly, Biochem. Z. 262, 300 (1933). 

3. Barth, Liebigs Ann. 136, 111 (1865); Baumann, Diese Z. 4, 304, 320 
(1880); vgl. auch Piccard, Ber. chem. Ges. 7, 888 (1874). 











rt 


0 








31 


Uber das 2-Nitro-indandion-(1,3) als Basenfallungsmittel 
Yon 


Ernst Miller 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wurzburg) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Mai 1941) 


Vor einigen Jahren machte Wanag?) darauf aufmerksam, 
daB das von ihm durch Nitrierung von a, y-Diketohydrinden oder 
Indandion-(1,3) gewonnene 2-Nitro-indandion-(1,3) mit Basen Salze 
zu bilden imstande ist, die sich durch sehr gro8e Krystalli- 
sationsfahigkeit und zum Teil auch durch Schwerldéslichkeit aus- 
zeichnen. Er stellte eine ganze Reihe solcher Salze mit alipha- 
tischen und aromatischen Aminen sowie heterocyclischen Basen 
her, um vor allem ihre Léslichkeiten und ihre Schmelzpunkte zu 
ermitteln ?). 

Da jede Méglichkeit der besseren Isolierung proteinogener 
Amine, Aminosiuren, Betaine und dhnlicher biologischer Sub- 
stanzen wahrgenommen werden muB, habe ich die Verbindungen 
einiger solcher Kérper mit Nitroindandion dargestellt. 

Ich stellte fest, da& Betain, Cholin, Colamin, Lysin, Harn- 
stoff auf diesem Wege nicht niederzuschlagen sind. (#-Alanin, 
Cadaverin, Putrescin, Histamin, Histidin fallen sofort, waihrend 
Arginin, Carnosin, Kreatinin, Tyramin und Glykokoll gleichfalls 
gut ausgebildete Krystalle entstehen lassen, allerdings zégernd, 
so daB manchmal erst am andern Tage die Fallung deutlich ist. 

Einige dieser Salze wurden analysiert und es ergaben sich 
Léslichkeiten, welche fast alle gréBer waren, als die der ent- 
sprechenden von mir vor kurzem beschriebenen Verbindungen mit 
Nitranilsiure’), Demgegeniiber liegt ein groBer Vorzug des Nitro- 
indandions und seiner Salze darin, daB die Zersetzlichkeit ge- 
ringer ist, als im Falle der Nitranilsiure. 

Das Fallungsmittel ist leicht nach der Vorschrift Wanags 
aus Indandion darzustellen, das seinerseits im Handel zu haben 
ist*), Als Vorteil ist noch anzusehen, daB das Nitroindandion 


*) Chem. Fabrik Heyl & Co, Berlin-Oberschéneweide. 
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nicht nur in Wasser, sondern auch in Alkohol ziemlich leicht 
léslich ist. 
Salze des 2-Nitro-indandion-(1,3) 

Arginin. O©,H,,0O,N,-2C,H,O,N. (Ber. C 51,79, H 4,35; 
Gef. C 51,68, H 4,49), léslich in Wasser 1:222 bei 21° In 
Alkohol schwer léslich. Die Sakaguchische Probe bleibt positiy. 

Cadaverin. C,H,,N,+-C,H,O,N, léslich in Wasser 1: 606 
bei 20,5°. In Alkohol unléslich. 

Glykokoll. C,H,O,N - C,H,O,N. Léslich in Wasser 1 : 11,87 
bei 20,5°. In Alkohol unldslich. 

Histamin. C,H,N,-C,,H,,O,N,. (Ber. C 55,99, H 3,88; 
Gef. C 55,70, H 3,91). In Wasser 1:714 léslich bei 20,5°. 

Histidin. C,H,O,N,-C,,H,,O,N,. (Ber. C 53,63, H 3,56; 
Gef. C 53,10, H 3,79). Léslich in Wasser 1: 208 bei 20,5° In 
Alkohol unléslich. Die Diazoaprobe bleibt ebenso wie beim Salz 
des Histamins positiv. 

Kreatinin. C,H,ON,-C,H.O,N. Léslich in Wasser 1:56 
bei 20,5°; in Alkohol unléslich. Die Jaffesche Probe bleibt 
positiv. 

Methylguanidin. C,H,N,-C,H,O,N. (Ber. C 50,00, H 4,58; 
Gef. C 50,14, H 4,77). Léslich in Wasser 1:157 bei 20,5°. In 
siedendem Alkohol etwas léslich. 

Tyramin. (C,H,,ON-C,H,O,N. (Ber. C 62,19, H 4,91; 
Gef. C 62,06, H 4,87). Léslich in Wasser 1:175 bei 20,5°. In 
Alkohol geringe Léslichkeit in der Hitze. Die Millonsche Probe 
bleibt positiv. 

Die Zersetzungspunkte dieser Salze waren meist so unschart, 
daB ich auf deren Wiedergabe verzichte. 


Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft durchgefihrt. 


Schrifttum 


1. G. Wanag, Ber. chem. Ges. 69, 1066 (1936). 
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Darstellung, physiologisches Verhalten und Bedeutung 
der (+)-Oxycitronensadure und ihrer Isomeren 
Von 
C. Martius und R. Maué 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Tiibingen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Mai 1941) 


Bei der Untersuchung eines Abfallproduktes der Riibenzucker- 
fabrikation hatte EK. v. Lippmann!) im Jahre 1883 aus diesem 
neben vielen anderen bekannten organischen Séuren eine Ver- 
bindung isoliert, der er nach ihrer Zusammensetzung und ihren 
Kigenschaften die Formel einer Oxycitronensiure HOOC - CH(OH) 
-COH(COOH).CH,-COOH zuerteilte. Diese seitdem nicht wieder 
untersuchte Verbindung interessierte uns als Vertreterin jener 
Gruppe einfacher organischer Siuren, die man friher, als iiber ihr 
Vorkommen und ihre Bedeutung im Tierkérper noch sehr wenig 
bekannt war, auch als ,,Pflanzensiuren“ zu bezeichnen pflegte. 

Durch zahlreiche Arbeiten ist indessen langst das Einseitige 
der in dieser Bezeichnung liegenden Auffassung erwiesen worden 
— es sei nur an die Untersuchungen Thunbergs und seiner 
Schule iiber die Citronensiure und die Rolle der C,-Dicarbon- 
siuren nach der Theorie von St. Gyérgyi erinnert. Aus unseren 
Untersuchungen iiber den Abbau der Citronensdiure im Tierkérper 
hatte sich dann insbesondere die Bedeutung dieser und der ihr 
nahestehenden Sauren fiir die endogene Bildung der Glutamin- 
siure ergeben, wie durch die Arbeiten von v. Euler und Mit- 
arbeitern dann im einzelnen nachgewiesen worden ist. 

Die Beziehungen, die die Citronensiure iiber die Isocitronen- 
siure und @-Ketoglutarsiure mit der Glutaminsiure verbinden, 
waren fiir uns der AnlaB, auch die Oxycitronensiure auf ihr Ver- 
halten gegentiber dehydrierenden Enzymen zu untersuchen, da es 
uns mdglich schien, daB auch hier entsprechende Beziehungen 
zwischen der Oxycitronensiure und ihren Dehydrierungsprodukten 
und der Oxyglutaminsaure bestiinden. 


') E. von Lippmann, Ber. chem. Ges. 16, 1078 (1883). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 269 3 
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Da wir kaum hoffen durften, auf dem von v. Lippmann 
benutzten Wege eine geniigende Menge der natiirlichen Siure | 
zu gewinnen, muften wir zunichst ihre Synthese durchfihren, 
Hierbei konnten wir uns an Altere Versuche von Pawollek’) 
anlehnen, der beim Versuch, eine Chlorcitronenséiure durch An- 
lagerung von HOCI an Aconitsaure darzustellen, statt dieser jedoch 
chlorfreie Produkte erhalten hatte, aus denen sich ein krystalli- 
siertes Salz der Oxycitronensiure gewinnen lieB, wihrend die 
Saure selbst nicht rein erhalten werden konnte. Wir begegneten 
zunichst denselben Schwierigkeiten, die sich unter anderem aus 
der T'atsache ergeben, da8 es vier optisch aktive Oxycitronensduren 
bzw. 2 Diastereomerenpaare gibt, die bei der Anlagerung von 
HOC] an Aconitsiure und der dann folgenden Hydrolyse des (| 
stets nebeneinander entstehen. Durch einen Zufall erhielten wir 
aber einmal Krystalle des Lactones der einen Siure und konnten 
weiterhin auch die isomere Saiure in der Form ihres ebenfalls 
gut krystallisierenden Lactones isolieren, bis wir schlieBlich in 
der Destillation der Methylester der lactonisierten Saiuren einen 
ergiebigeren Weg zu ihrer Reindarstellung fanden. Die gut 
krystallisierenden Lactone der beiden Oxycitronensiuren besitzen 
die Schmelzpunkte von 182° (,,allo-Oxycitronensiure“) und 152° 
(,, Oxycitronensiure“), 

Wir konnten nun die Frage der Angreifbarkeit dieser Oxy- 
citronensiuren durch tierische und pflanzliche Dehydrasepriiparate 
priifen und verwandten dazu ,,Citricodehydrase“ aus Gurkensamen 
nach Thunberg und Enzympriaparate verschiedener Darstellung 
aus Herz und Leber sowie Taubenbrustmuskel. 

Dabei zeigte sich im Methylenblauentfirbungsversuch, dab 
die allo-Oxycitronensiure durch diese Dehydrasepriiparate auch 
nicht spurenweise angegriffen wird, waihrend die isomere Siure 
durch alle gepriiften Enzymzubereitungen ebenso schnell dehydriert 
wird wie Citronensiure. 

Ks interessierte nun weiterhin die Frage, ob fiir das ver- 
schiedene Verhalten der beiden Saurepaare die sterischen Ver- 
haltnisse an beiden oder nur an dem einen asymmetrischen C-Atom 
ausschlaggebend seien. Um diese Frage zu entscheiden, wurde 
die racemische Oxycitronensiaure- bzw. ihr Lacton-mittels des Cin- 
choninsalzes in die optisch aktiven Komponenten gespalten. Die 
enzymatische Priifung ergab, daB die durch Aufspaltung des 





') A. Pawollek; Liebigs Ann. 178, 155 (1875). 
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Lactonringes aus dem stark rechts drehenden Lacton erhaltene 
schwach links drehende Siiure von Enzym iberhaupt nicht an- 
griffen wird, wahrend ihre Antipode von Isocitricodehydrase auch 
in sehr niedriger Konzentration sehr schnell dehydriert wird und 
der Citronensiure bzw. Isocitronensiure in jeder Beziehung darin 
gleich kommt. 

Ks schien uns von vornherein wahrscheinlich, daB die Oxy- 
citronensiure ohne vorherige Umlagerung, wie sie im Falle der 
Citronensiure notwendig ist, direkt der Dehydrierung unterliegt, 
da sie ja schon eine sekundire Hydroxylgruppe besitzt. Eine 
solche Umlagerung, die mit dem Auftreten bzw. der Anderung 
der optischen Aktivitit hitte verbunden sein miissen, lieB sich 
in der Tat nicht nachweisen. Als primires Produkt der De- 
hydrierung sollte also eine Oxyketotrikarballylsiure I] entstehen, 
und aus dieser, da sie vermutlich ebenso instabil sein diirfte wie 
Ketotrikarballylsiure (Oxalbernsteinsiiure) durch spontane CO,-Ab- 
spaltung a@-Keto, 8-oxyglutarsiure III. 


COOH COOH COOH 
CH, a CH, —co CH, 
HO-C-COOH -—“*> HO-.C-COOH —> HO-.CH 
HO.-.C-H C=O C=O 
I COOH Il COOH il COOH 


Der direkte chemische Nachweis der Bildung von Oxyketo- 
glutarsiure war indessen nicht ganz so eindeutig zu fiihren wie 
im Falle der Dehydrierung der Isocitronensaure, die Bildung von 
a-Ketoglutarsiure. Aus dem enteiweiBten Filtrat von Ansiatzen 
in denen Oxycitronensiure unter Zusatz von Arsenit unter Sauer- 
stoff mit Taubenbrustmuskel- oder Schweineherzmuskelbrei ge- 
schiittelt worden war, fiel zwar bei schwachem Erwirmen mit 
Dinitrophenylhydrazinlésung in reichlicher Menge ein orangeroter 
Niederschlag, der aber erwartungsgemi8 nicht aus dem einfachen 
Phenylhydrazon der Siure III bestand. Wie die Analyse des 
schwer léslichen Produktes ergab, handelt es sich dabei vielmehr 
um einen Stoff, bei dem zunichst unter Osazonbildung 2 Phenyl- 
hydrazingruppen in das Molekiil eingetreten sind, worauf Ring- 
schluB zu einem Pyrazolonderivat und Abspaltung einer CO,- 
Gruppe eingetreten sein mu8 (Formel IV oder V). Ein solches 
Verhalten war indessen vorauszusehen und steht mit der Annahme 
der primiren Bildung einer a-Keto, f-oxyglutarsiure keineswegs 
im Widerspruch. Fiir eine solche spricht auch noch weiterhin, 
daB der bei der Dehydrierung der Oxycitronensiure gebildete 
Kérper sich durch hohes Reduktionsvermégen z. B. gegeniiber 
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Dichlorphenol-indiphenol auszeichnet, wie von einer Oxyketo- é 
glutarsiure zu erwarten war, die ja in der Dienolform COOH-CH, 
-COH=COH-COOH geschrieben — die Beziehungen zu den \ 
,keduktonen“ ohne weiteres erkennen 1aBt. 1 
a: a ss il NO, | 
iy O hha 
oo | NO, et 
N—} aes tit , aa” N—N=CH 
H | ae H | NO 
rd N Xo, oder aie e 
CH, H,C—c7 
+ i a OQ, 
Iv CO, V 


Ks ist nach diesen Ergebnissen nicht daran zu zweifeln, dab 
die (—)-Oxycitronensiure durch das gleiche Enzym, durch welches 
Isocitronensaure zu «-Ketoglutarsiure, der Vorstufe der Glutamin- 
siure, abgebaut wird, in a-Keto, f-oxyglutarsdure iibergefiihrt wird, | 
welche als Vorstufe der 8-Oxyglutaminsiure aufzufassen ist. Mit — 
der sich hieran anschlieBenden Frage, ob die Uberfithrung der 
Keto-oxyglutarsiure in Oxyglutaminsaéure durch direkte reduktive } 
Aminierung oder durch Umaminierung erfolgt, sind wir z. Z. | 
noch beschaftigt. Wir glauben uns aber schon jetzt zu der Be- | 
hauptung berechtigt, daB der Oxycitronensiure in diesem Zu- 
sammenhang jedenfalls die entsprechende Bedeutung zukommt wie 
der Citronensiure bzw. Isocitronensiure fiir die endogene Bildung 
der Glutaminsiure. 

Kine solche Behauptung mag zunichst sehr gewagt erscheinen. 
Thr scheint vor allem zu widersprechen, daB bisher fast nichts 
iiber die Oxycitronensiure bekannt war, daB sie insbesondere im 
Tierkérper noch nicht nachgewiesen worden ist. Das gilt aber 
nicht nur fiir die Oxycitronensdure, sondern aus bekannten Griinden 
fiir beinahe alle Zwischenstufen synthetischer Prozesse. Fiir die 
Citronensiure, die ja im Pflanzenreich vielfach in groBer Menge 
anzutreffen ist und sich in tierischen Organen iiberall chemisch 
nachweisen laBt, liegen die Verhiltnisse insofern besonders, d. h. 
fiir den Nachweis sehr giinstig, als sie erst nach vorheriger Um- 
lagerung in Isocitronensiure dem Angriff abbauender Enzyme 
ausgesetzt, selbst jedoch fiir diese unangreifbar ist. Wegen des 
fiir sie giinstigen Gleichgewichtsverhaltnisses von 9:1 zur Iso- 
citronensiure (von den den Nachweis sehr erleichternden chemischen 
Kigenschaften ganz abgesehen) ist sie daher auch besonders leicht 
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aufzufinden. Dagegen ist die isomere Isocitronensiure erst vor 
6 Jahren im Brombeersaft aufgefunden worden, wo sie sich aus 
unbekannten Griinden anreichert. Trotzdem muB sie sich, wie 
yon uns gezeigt, ebenso wie die cis-Aconitsiure tiberall da be- 
finden, wo Citronensiure anzutreffen ist. Von dieser Seite kénnen 
daher keine stichhaltigen Einwiinde gemacht werden gegen die 
hier von uns behauptete Bedeutung der Oxycitronensiure. 


Fir eine solche sprechen, abgesehen von der Analogie zum 
Stoffpaar Citronensiure—Glutaminsaure, vor allem die leichte De- 
hydrierbarkeit der Oxycitronensiure durch Iso-citrico-dehydrase. 
Die bekannten Dehydrasen sind ja zumeist durch eine sehr hohe 
Donatorenspezifitat ausgezeichnet im Gegensatz zu den Oxydasen 
oder zu hydrolytischen Fermenten. Oft heben schon ganz ge- 
ringfiigige Verinderungen im Substratmolekiil dessen Dehydrierbar- 
keit ganz auf oder setzen sie um GréBenordnungen herab. Oxy- 
citrat und Isocitrat lassen im Verhalten gegeniiber ihrer Dehydrase 
aber iiberhaupt keinen Unterschied erkennen, so da8 man ebenso 
berechtigt wire, von einer Oxycitricodehydrase zu sprechen wie 
von einer Iso-citricodehydrase. Ohne die schon erwihnten Um- 
stiinde, die die Anhiufung und Auffindung der Citronensiure erst 
erméglichen, wiren die Substrate dieses Enzyms vielleicht iiber- 
haupt noch unbekannt. Die Tatsache, daB von den vier existie- 
renden Formen der Oxycitronensiure iiberhaupt nur eine de- 
hydriert wird, spricht u. E. ebenfalls fiir eine ganz besondere 
Anpassung des Enzyms an dieses Substrat und damit fiir dessen 
biologische Bedeutung. Die an sich auch noch denkbare, von 
uns wegen ihrer Unwahrscheinlichkeit allerdings gar nicht in 
Betracht gezogene Méglichkeit, daB das die Oxy-citronensdure 
abbauende Enzym von der Iso-citricodehydrase verschieden sei, 
wiirde die Bedeutung der Oxycitronenséure natiirlich erst recht 
beweisen. 


Versucehsteil 


Darstellung der Oxycitronensiuren. Die Darstellung der Oxy- 
citronensiure wurde zunichst genau nach Pawollek (a. a. 0.) ver- 
sucht. ‘Trans-Aconitsaiure (1 Mol) wurde neutralisiert und unter 
Kiskiihlung vorsichtig mit 1 Mol HOC] (aus HgO + Cl,) versetzt. 
Nach Beendigung der Reaktion, Zusatz der berechneten Menge 
HCl und Ausfaillung des Hg mit H,S wurde die Liésung auf 
2,5 Liter eingedampft, mit Ca(OH), alkalisch gemacht und etwa 
‘/, Stunde gekocht. Hierbei fielen reichliche Mengen Ca-Salze 
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aus, die aber stets amorph waren, und zunidchst nur sirupése 
Gemische der Oxysiuren bzw. ihrer Lactone zusammen mit Aus- 
gangsmaterial und Zersetzungsprodukten lieferten. Erst nach 
wochenlangem Stehen schieden sich aus einem derartigen Ansatz 
Krystalle des Lactones der d,l-Allo-Oxycitronensaure ab, 
Umkrystallisieren aus Essigester lieferte den reinen Stoff. Schmelz- 
punkt 182°, 

Analyse (Schoeller): 5,281 mg Subst.: 7,350 mg CO,, 1,530 mg H,0. 


C,H,0, Ber. C 37,9 H3,2 Gef. C 38,0 H 3,2. 
Dimethylester (Ester mittels Diazomethan hergestellt) Schmelzp. 97°. 
C,H, 0, Ber. C 44,0 H4,6 Gef. C 44,3 H 4,6. 


Die isomere d,l-Oxy-citronensiure lieB sich ebenfalls in 
Form ihres Lactones aus dem von Pawollek beschriebenen 
krystallisierten Cd-Salz rein darstellen. Hierzu wurde das aus 
dem Ca-Salz erhaltene Siurengemisch mit NaOH oneutralisiert 
und mit der berechneten Menge CdCl, versetzt, 11/, Stunde im 
Autoklaven auf 130° erhitzt. Die Ausbeute und Reinheit des 
dann zu erhaltenden krystallisierten Cd-Salzes hingt nach unseren 
Beobachtungen wesentlich von der Reaktion ab, bei welcher die 
Ausfaillung der Ca-Salze erfolgte. Wurde die Kalkmilchfallung 
bei stairker alkalischer Reaktion vorgenommen, gelang die Bildung 
eines krystallinen Ca-Salzes nicht bzw. nur zum Teil; das Saure- 
gemisch lieferte dann vorwiegend die Allo-Oxycitronensaure. 
Wurde die Ausfillung bei einem p,, nicht tiber 7,4 vorgenommen, 
entstand vorzugsweise die d,l-Oxy-citronensiure. Diese konnte 
aus dem Cd-Salz in Form ihres ebenfalls gut krystallisierten 
Lactones dann leicht gewonnen werden. Aus KEssigester um- 
krystallisiert Schmelzp. 152°. 


Analyse (Schoeller): 4,617 mg Subst.: 6,415 mg CC, 1,270 mg H,0. 


C,H,0; Ber. C 37,9 4H 3,2 Gef. C 37,9 H 3,1. 
Dimethylester (Ester mittels Diazomethan hergestellt) Schmelzp. 82,5°. 
CH, 0, Ber. C 44,0 H 4,6 Gef. C 44,1 H 4,7. 


Die Ausbeuten an den nach diesem Verfahren erhaltenen 
Saéuren waren sehr mifig. Fiir die Darstellung der racemischen 
Oxycitronenséure wurde daher folgendes Verfahren ausgearbeitet. 


Isolierung der d,]-Oxycitronensaure tiber ihren Lactonester. ‘T'rans- 
Aconitsiure wurde mit Ca(OH), neutralisiert und die eiskalte 
Lésung gleichzeitig mit einer Lésung von NaHCO, in groBe mit 
Chlor gefiillte Flaschen einflieBen gelassen (alles je 1 Mol). Das 
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Chlor wurde schnell verbraucht und nach kurzer Zeit war die 
Anlagerung beendet. Dann wurde die Lésung gekocht, wobei sich 
ein schwer lésliches Ca-Salz abschied, dessen Menge durch vor- 
sichtigen Zusatz von Kalkmilch bis eben zum Neutralpunkt noch 
vermehrt wurde. Dieses wurde abgesaugt, mit Oxalsiure zersetzt, 
die Lésung im Vakuum eingedampft und einige Zeit auf dem 
Wasserbade erhitzt. Darauf wurde in Methanol aufgenommen, 
HCl eingeleitet und mehrere Stunden unter Riickflu8 gekocht. 
Diese Operation wurde — nachdem das Methanol im Vakuum 
abgedampft worden war — wiederholt und dabei dem Alkohol 
zur Vervollstaindigung der Veresterung etwas Dimethylsulfit zu- 
gesetzt. Der dann erhaltene Abdampfriickstand lie8 sich im 
Vakuum unter miBiger Zersetzung destillieren. Die bei 185 bis 
195° (0,2—0,4 mm) bzw. iiber 200° (L2—14 mm) ibergehende 
Fraktion erstarrte schnell und wurde mit Ather verrieben und 
abgesaugt. Zur Verseifung wurde der Ester mit 1n-HCl gekocht, 
dann noch 1 Stunde auf 130° im Autoklaven erhitzt: der Ver- 
dampfungsriickstand wurde beim Stehen iiber CaO und H,SO, 
allmahlich fest. Ausbeute etwa 50g aus 250g Aconitsiure. 


Spaltung in die optisch Aktiven. Hine Lésung der Saure in 
der 30fachen Menge Wasser wurde in der Warme mit fein- 
gepulvertem Cinchonin versetzt, bis sich nichts mehr liste, dann 
wurde schnell filtriert. Aus dem Filtrat schied sich die Haupt- 
menge des Salzes der rechtsdrehenden Form ab. Die noch stark 
saure Mutterlauge léste noch eine kleine Menge Cinchonin, wo- 
durch eine weitere Portion des schwerléslichen Salzes gewonnen 
werden konnte, desgleichen bei weiteren Wiederholungen. Die 
Mutterlauge enthielt das Salz der linksdrehenden Form. So konnte 
die racemische Siure schlieBlich ziemlich genau in zwei Hilften 
gespalten werden. Die aus den Alkaloidsalzen zuriickgewonnenen 
Lactone zeigten die spezifischen Drehungen + 93° bzw. — 88° 
Die Drehung der Lésungen nimmt infolge partieller Aufspaltung 
des Lactonringes allmihlich ab. 

Lacton aus dem schwer ldslichen Salz: 0,1304; 0,0986; 0,1622 g in 
deem H,O a, 2 940 = + 4,899; +3,67°; +6,00° (2dem-Rohr). Schmelz- 
punkt des (+)-Lactones = 164—165° (Zers.). Lacton aus der Mutterlauge: 
01182 g in 5 cem H,O o& = — 4,19°. 

Zur Bestimmung des Drehwertes der freien Oxycitronen- 
siituren wurde eine Probe des (+)-Lactones mit einem UberschuB 
von NaOH aufgespalten, in der Kalte die der verwandten NaOH 
iquivalente Menge HCl zugesetzt und sofort die Drehung bestimmt. 
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0,1397 g des (+)-Lactones zeigten so behandelt in 5 com Lésung 
die Drehung a; = — 0,99°. [@], also annéhernd =—17,7% Fir 
die komplexe Molybdansiureverbindung der freien (—)-Siure 
ergab sich eine spezifische Drehung von etwa — 670°, 


Entfarbungsversuche nach Thunberg 


Enzymlésung aus Gurkensamen nach Biochem. Z. 206, 109 (1929) je 
1,0 cem; Methylenblau 1; 5000 je 0,5 eem; Substrate je 0,5 cem. 


Entfirbungszeit in Minuten 


mj/100 d,l-Omyeitvat ... 01 2 ew ee we 35 
m/100 d,l-allo-Oxyeitrat . . 2... 1 see > 120 
m/i000 d,-Oxyolteat. .....-2:5s60-» 45 
Nee SS 66 ok ee a ee ee 55 
m/1000 (+)-Oxycitrat ........... 45 
m/1000 (—)-Oxycitrat ........4... > 120 
gg a ee ere eae 45—47 
Bk 0s dew a cale aii ele: i ae seas > 120 


Thunberg-Versuche mit Isocitricodehydrase aus Leber oder 
Herz fiihrten zu vollkommen gleichen Ergebnissen. 


Abbau der (-++)-Oxycitronenséure in praparativem MaBstabe. 
1,5 g racemischer Oxycitronenséure wurden mit KOH neutralisiert, 
15 ccm m/10 K,AsO, und so viel 1°/, NaHCO, zugesetzt, dab 
das Volumen 180 ccm betrug. Die Mischung wurde zu 100g 
frischem, in der Latapiemiihle gemahlenem Schweineherz ge- 
geben und das Ganze in drei 200 ccm Erlenmeyerkolben wahrend 
90 Minuten bei 37° unter O, gedreht. Dann wurde mit Trichlor- 
essigsiure enteiweibt, eine Lésung von 3g 2,4-Dinitrophenyl- 
hydrazin in HCl hinzugefiigt und bis zum Auftreten einer Triibung 
erwarmt. Nach 12 Stunden wurde der gebildete Niederschlag 
abfiltriert; das Filtrat schied, zum Sieden erhitzt, noch eine kleine 
Menge des, wie die getrennte Verarbeitung ergab, jedoch weniger 
reinen Kondensationsproduktes ab. Gesamtmenge 0,5 g. Um- 
krystallisieren aus Dioxan + H,O lieferte den reinen Stoff. in 
feinen orangeroten Nadeln, die in den meisten Lésungsmitteln 
sich nur schwer lésen, in alkoholischer KOH mit tief violetter 
Farbe. Zersetzungsp. 282°. Kin Versuch mit Taubenbrustmuskel- 
brei anstatt Herzmuskel fiihrte zum gleichen Ergebnis. 

Analyse (Schoeller): 3,973 mg Subst.: 6,155 mg CO,. 1,080 mg H,0.— 
2,308, 2,258 mg Subst.: 0,487 (20,5°, 758 mm), 0,486 (25°, 754 mm) ccm N. 


Ci¢HicOoNe Ber. C 41,9 H2,2 N 24,45 
Gef. ,, 42.2 ,, 30 ,, 24,46, 24,47. 
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Uber die Senkung der Kérpertemperatur 
durch Adenylthiomethylpentose 


Von 
Richard Kuhn und Konrad Henkel 


Mit 14 Figuren im Text 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir medizinische Forschung, 
Heidelberg, Institut fiir Chemie) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Mai 1941) 


Von U. Suzuki?) ist aus Hefe eine schén krystallisierende 
Verbindung C,,H,,O,N,S isoliert worden, die bei der Hydrolyse 
mit Saiuren in Adenin und in einen schwefelhaltigen Zucker, 
C,H,,0,S, zerfallt. Es blieb unbekannt, ob dieser Substanz inner- 
halb der Hefezelle eine physiologische Bedeutung zukommt und 
welche Wirkungen sie auf den tierischen Organismus auszuiiben 
vermag. Die Ahnlichkeit des chemischen Aufbaus mit demjenigen 
des Adenosins lieB daran denken, daB auch die Adenylthiomethyl- 
pentose im Tier Wirkungen auf den Kreislauf entfalten und daB 
sie nach erfolgter Phosphorylierung als prosthetische Gruppe am 
Aufbau eines Ferments beteiligt sein kénne. 


Im Frihjahr 1937 hat Herr Dr. Hecht in den wissenschaft- 
lichen Laboratorien des Werkes Elberfeld der I. G. Farben- 
industrie A. G. festgestellt, daB Adenylthiomethylpentose in Mengen 
von 0,2 g/kg Kérpergewicht, per os gegeben, die Temperatur von 
Kaninchen und Katzen im Laufe von 2—4 Stunden um 1—2° 
senkt. Nach 24 Stunden hatte sich die normale Kérpertemperatur 
wieder eingestellt. Hand in Hand damit ging eine Senkung 
des O,-Verbrauchs, der beim Meerschweinchen (250 g) von 1,0 
auf 0,8 com/g/Stde. absank. Im Institut fiir Pathologie des 
Kaiser Wilhelm-Instituts fiir medizinische Forschung, Heidelberg, 
erzielte Herr W. Hoffmeister?) bei interferometrischer Messung 


ee 





1 U. Suzuki, T. Mori u. S. Ohdake, Biochem. Z. 154, 278 (1924). 
*) Unverdéffentlicht. 
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eine Senkung des Grundumsatzes bis auf 70°/, des Normalwertes 
mit 160mg Adenylthiomethylpentose/kg Kérpergewicht. Die 
Atmung von Muskel-, Leber- und Fettgewebe (manometrisch ge. 
messen) sank um 20°/,, wobei der RQ innerhalb der physiolo- 
gischen Schwankungsbreite konstant blieb. Wurde der gegen HCN 
empfindliche Teil des Atmungssystems in den Muskel- und Leber- 
schnitten durch Cyanid ausgeschaltet, so konnte die durch das 
gelbe Ferment bedingte Restatmung durch Adenylthiomethyl- 
pentose nicht weiter herabgesetzt werden. 

Weitere Versuche von Herrn W. Hoffmeister an der Berg- 
mannschen Klinik in Berlin haben ergeben, daB die Adeny]l- 
thiomethylpentose iiberdies gewisse typische Kreislaufwirkungen 
der Adenosinverbindungen besitzt. Der hemmende EinfluB auf 
die Oxydationsvorgiinge in der Zelle, der auch an Gewebsschnitten 
nachweisbar ist, geht aber anscheinend nicht iiber den Kreislauf. 

Ziel der folgenden Versuche war es festzustellen, ob die 
durch Adenylthiomethylpentose erreichbare Senkung der Kérper- 
temperatur fiir diese Substanz spezifisch ist, oder ob auch andere 
Adenylverbindungen und Spaltstiicke bzw. Derivate der Adenyl- 
thiomethylpentose in dieser Hinsicht wirksam sind. Wir verwandten 
ausgewachsene Meerschweinchen (500—800 g), deren Temperatur 
mit einem Thermoelement rektal gemessen wurde. Es wurden 
je 0,2 g Substanz/kg Kérpergewicht per os gegeben. Aus den 
Fig. 1—14 ist zu ersehen, da& Adenosin, Muskel-adenylsiure, 
Hefeadenylsiure und Cozymase keine Senkung der Temperatur 
bewirken. Um zu priifen, ob vielleicht nur die S-haltige Kom- 
ponente des Molekiils erforderlich ist, haben wir Versuche mit 
der freien Thiomethylpentose und dem krystallisierten Thio- 
methylpentit angestellt. Diese verliefen ergebnislos, auch als 
der Thiozucker im fquimolaren Gemisch mit Adeninsulfat ge- 
geben wurde. Unwirksam waren ferner Thiomethylacetaldehyd- 
diithylacetal, der freie Thiomethylacetaldehyd, Homocystin und 
Methionin. Deutliche Effekte waren nur mit Adenylthiomethyl- 
pentose und mit deren Chlorhydrat zu erzielen. Eindeutig, wenn 
auch schwicher wirkte die noch unbekannte Hy poxanthylthio- 
methylpentose, die wir aus der Adenyl-Verbindung durch 
HNO, in schénen Krystallbiischeln vom Schmelzp. 220,5—221,5" 
erhalten haben. 

In den Fig. 1—14 geben die gestrichelien Linien die K6rper- 
temperatur der Kontrolltiere an. Das Gewicht der Meerschweinchen 
ist jeweils unter I, II, II zu finden. 
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Beschreibung der Praparate 


1. Adenylthiomethylpentose-chlorhydrat. 


Die zur 


Verfiigung stehende Adenylthiomethylpentose war bei der Isolie- 
rung des Vitamins B, (Adermin) aus Hefe’) angefallen und schmolz 


bei 212°. 


Da sie in Wasser nur sehr wenig léslich ist, haben 


wir nach Lésungsvermittlern gesucht, aber mit Harnstoff, Diithyl- 
acetamid, Urotropin, Milchzucker, Glycerin u. a. keine nennens- 


werten Effekte erzielt. 





Ganz leicht léslich in Wasser ist das 


5) R. Kuhn u. G. Wendt, Ber. chem. Ges. 71, 780 (1938). 
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Chlorhydrat der Adenylthiomethylpentose, das wir durch Liésen in 
der berechneten Menge 1 n-Salzsiure, Verdampfen im Vakuum (40°) 
und 2maliges Umkrystallisieren aus 96°/,igem Alkohol in farb- 
losen Blattchen vom Schmelzp. 161—162° (evakuiertes Réhrchen) 
erhielten. 


3,905, 3,660 mg Subst.: 5,635, 5,34 mg CO,, 1,89, 1,63 mg H,O. — 
3.473, 2,095 mg Subst.: 0,638 (22°, 733 mm), 0,387 (22°, 731 mm) cem N,. — 
3,151 mg Subst.: 2,185 mg BaSO,. — 3,500 mg Subst.: 1,530 mg AgCl. 


(,,H,,0;N,SCl Ber. C 39,60 H 4,84 N 20,98 S 9,61 Cl 10,63 
(333,5) Gef. ,, 39,35 ,, 5,41 ,, 20,50 ,, 9,52 ,, 10,81 
, 39,79 ,, 4,98 ,, 20,56. 


_ Kine Lésung von 50 mg Chlorhydrat in 1 com Wasser hatte 
Py = 2,22 (18°). 

2. Hypoxanthyl-thiomethylpentose. Bei der Bestim- 
mung der Aminogruppen nach D. D. van Slyke‘) reagiert die 
Adenylthiomethylpentose bei 20° nur sehr unvollstandig, bei 60° 
zu etwa 75°/,, bei 80° vollstandig. 

5 g Adenylthiomethylpentose wurden in 150 com Wasser 
suspendiert, mit 3 g Natriumnitrit versetzt und auf 80° erhitzt. 
Auf Zugabe von 10 ccm KEisessig ging die Substanz unter Stick- 
stoffentwicklung und Umschwenken in Lésung. Nach etwa 
15 Minuten war die Stickstoffentwicklung beendet. Hierauf wurde 
im Vakuum (60° Badtemperatur) vollstindig verdampft, und der 
Riickstand bei 60° scharf getrocknet (13 g). Dieses salzhaltige 
Rohprodukt wurde mit 20 ccm Pyridin und 3 ccm Essigsaure- 
anhydrid 12 Stunden geschiittelt. Nach dem Verdampfen im 
Vakuum wurde noch 2mal unter Zusatz von je 20 ccm abso- 
lutem Alkohol zur Trockne gebracht, zur Abtrennung der Salze 
mit etwa 70 ccm Wasser iibergossen, und die milchig triibe 
Lésung 3mal mit Chloroform im Scheidetrichter ausgeschiittelt. 
Die vereinigten dunkelbraunen Chloroformausziige wurden mit 
etwas Tierkohle kurz aufgekocht. Das hellbraune Filtrat lieferte 
nach dem Trocknen iiber Natriumsulfat die Acetyl-hypoxanthy]l- 
thiomethylpentose als krystallin erstarrenden Sirup (7,5 g) 

Die Acetylverbindung wurde in 20 ccm absolutem Methanol, 
das in der Kalte mit NH, gesittigt war, gelést. Nach wenigen 
Minuten begann die Abscheidung der Hypoxanthylverbindung. 
Nach 24 stiindigem Aufbewahren im Eisschrank war die Krystalli- 





_ ‘) Pregl-Roth, Die quantitative org. Mikroanalyse. 4. Aufl. S. 204, 
1935. Verlag Julius Springer, Berlin. 
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sation beendet (4,5 g = 90°/, d. Th.). Zur Analyse wurde zweimal 
aus viel siedendem Butanol umkrystallisiert, aus dem sich die | 
Hypoxanthyl-thiomethylpentose in farblosen Blattchen vom 
Schmelzp. 220,5—221,5° abscheidet. Aus Wasser erhilt man 
schéne Krystall-Biischel. Getrocknet wurde bei 130° im Hoch. 
vakuum. 


3,685 mg Subst.: 6,015 mg CO,, 1,54mg H,O. — 2,550 mg Subst.: 
0,422 cem N, (21°, 745 mm). — 4,111 mg Subst.: 1,44 cem n/50-KJO,. 


C,,H,,0,N,8 (298,2 Ber. C 44,31 H 4,73 N 18,78 8 10,75 
Ge. , 446338 48 . 184, 11,35. 

In Wasser ist die Substanz erheblich leichter ldslich als die 
Adenylthiomethylpentose. 

3. Weitere Priparate. Adenosin und Muskeladenylsiure 
stammten von G. Henning-Berlin-Tempelhof, die Hefeadenylsiure 
von C. F. Boehringer & Séhne, Mannheim, das Methionin von 
F’. Hoffmann-La Roche & Co. A.G., Berlin. Die Cozymase ver- 
danken wir Frl. Dr. J. Léw, die sie aus Hefe nach den Vor- 
schriften H. v. Eulers®) dargestellt hatte. Das Thiomethyldiithy]l- 
acetal und den Thiomethylacetaldehyd haben wir nach G. Barger 
und F. P. Coyne®*), das Homocystin nach L. W. Butz und 
V. du Vigneaud’) dargestellt. Fiir den Thiomethylpentit haben 
wir Herrn Dr. G. Wendt zu danken. 





5») P. Ohlmeyer, Biochem. Z. 297, 66 (1938). 
*) Biochemie. J. 22, 1423 (1928). 
) J. of Biol. Chem. 99, 139 (1932/33). 
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Manometrischer Nachweis von d-Peptidasen im Serum 
mit Hilfe von d-Aminosdureoxydase 
Von 
H. Herken und H. Erxleben 


(Aus der Medizinischen Klinik Lindenburg der Universitit Kéln 
und dem Organisch-chemischen Institut der Rijksuniversiteit Utrecht) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 238. Mai 1941) 


In den Mitteilungen iiber das Vorkommen von d-Aminosiuren 
in Tumorproteinen ist von Kégl und Erxleben?) besonders auf 
die Bedeutung von Fermenten hingewiesen worden, die fiir den 
Kinbau dieser unnatiirlichen Aminosaiuren verantwortlich sind. 
Inzwischen ist eine Reihe von Arbeiten erschienen, die mehr oder 
weniger damit zusammenhingende enzymatische Fragen behandeln. 
Unter ihnen haben Beobachtungen iiber das Vorkommen von 
d-Peptidasen in Seren von Krebskranken besonderes Interesse 
gefunden. Vor langerer Zeit haben wir in einer kurzen Mitteilung ”) 
zu einer Veréffentlichung von KE. Waldschmidt-Leitz und 
K. Mayer) Stellung genommen, die als erste iiber das Auftreten 
von d-Peptidasen im Serum Krebskranker berichteten, Die Exi- 
stenz eines d-Peptide spaltenden Fermentes in Carcinomseren 
konnte von uns bestitigt werden. Allerdings muBten wir dabei 
einige Kinschrinkungen machen; eine einwandfreie Spaltung eines 
racemischen Tripeptids iiber 50°/, konnte nur in einem Falle nach 
einer Versuchsdauer von 120 Stunden erhalten werden. Erst bei 
Anwendung eines reinen d-Tripeptids zeigten 6 Krebsseren mit 
einer Ausnahme eine gewisse Spaltung. In Anbetracht des nicht 
sehr groBen Effektes geniigte uns jedoch der Nachweis mit der 
Titrationsmethode allein nicht. Aus diesem Grunde wurde die 
Hydrolyse des d-Peptids durch eine von der Titration unabhingige 
Methode nachgewiesen und die Menge der abgespaltenen d-Amino- 
siure mit Hilfe von d-Aminosiureoxydase festgestellt. Die nach 





1) Diese Z. 258, 89 (1939); 261, 161, (1939). 
*) Diese Z. 264, 251 (1940). 
3) Diese Z. 262, IV (1939). 
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den beiden Verfahren erhaltenen Ergebnisse stimmten in befriedi- 
gender Weise iiberein. 

Weitere Untersuchungen iiber dieses Gebiet liegen von 
v. Euler und Mitarbeitern*) vor, die sich mit der Spaltung von 
d-Dipeptiden durch Serumenzyme befassen. Sie fanden d-Leucyl- 
glycin spaltendes Ferment in normalen und carcinomatésen Seren. 
Nach ihren Untersuchungen ist das Vorkommen von d-Dipeptidase 
nicht spezifisch; die Autoren kommen allerdings zu dem Schluf, 
,daB im Serum krebskranker Menschen eine d-Peptidspaltung 
immer hiaufiger eintritt als in den iibrigen Seren“5), Im Gegen- 
satz hierzu stehen Befunde von E. und R. Abderhalden®) sowie 
von H. Bayerle und G. Borger’), die keine Spaltung von Glycyl- 
d-leucin bzw. d-Leucylglycin durch carcinomatése oder normale 
Seren erhalten konnten. 

Die gleichen Autoren berichten auch ausfiihrlicher iiber 
Hydrolysen von d-Tripeptiden durch Serumenzyme. E. und R. Ab- 
derhalden beobachteten unter Benutzung der Titrationsmethode, 
daB sich die Spaltung von d-Tripeptiden mit einer Ausnahme 
streng spezifisch auf Carcinomseren beschrinkte, daB von diesen 
jedoch nur ein kleiner Prozentsatz (25 °/,) die Tripeptide spaltete. 
Dagegen fanden H. Bayerle und G. Borger, die den bei der 
Peptidspaltung freiwerdenden Aminostickstoff nach van Slyke 
bestimmten, daB die Hydrolyse von d-Leucylglycylglycin durch 
Seren vollig unspezifisch ist. 

Hine Erklarung fir diese zum Teil sehr widersprechenden 
Befunde zu geben, scheint schwierig. Ob die Ungenauigkeit der 
zum Nachweis der Fermente verwandten Methoden hierfiir mit 
herangezogen werden kann, ist bisher weder sicher bewiesen, noch 
widerlegt. v. Euler und Mitarbeiter*’®) haben die d-Peptid- 
spaltung mit den drei gebraiuchlichsten Methoden (Titration nach 
Grassmann und Heide, Formoltitration nach Sérensen und 
NH,-N-Bestimmung nach van Slyke) untersucht und hiufig sehr 
stark differierende Werte gefunden. Sie betrachten deshalb erst 
Spaltungsergebnisse iiber 10°/, als positiv. E. Waldschmidt- 
Leitz, R. Hatschek und R. Hausmann’) haben aus methodi- 





4) H. v. Euler u. B. Skaréyfisky, Diese Z. 265, 133 (1940); H. von 
Euler, L.Ahlstrém, B.Skar¢éyfisky u. B. Hégberg, Z. Krebsforsch. 50, 
552 (1940). 

’) H.v. Euler, L. Ahlstrém, B.Hégberg u. A.M. Lilja, Z. Krebs- 
forsch. 51, 248 (1941). 6, Diese Z. 265, 253 (1940). 

7) Biochem. Z. 307, 159 (1941). 8) Diese Z. 267, 79 (1940). 
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gchen Griinden das von ihnen urspriinglich angewandte Titrations- 
yerfahren verlassen und bestimmen jetzt die Hydrolyse der Pep- 


tide colorimetrisch nach W. Zimmermann’) mit o-Phthaldialde- 


hyd. Sie finden ,,die Reaktion, von einigen noch zu klirenden 


Ausnahmen abgesehen, spezifisch“. Hieraus ergibt sich zur Geniige, 
daB tatsiichlich methodische Schwierigkeiten bestehen. Alle diese 
Methoden haben aber dariiber hinaus den Nachteil, da reine 
d-Peptide zum Nachweis der Spaltung verwendet werden miissen, 
die wesentlich schwerer zuginglich sind als die racemischen Ver- 
bindungen. Dagegen erméglicht das von uns angegebene Ver- 
fahren, bei dem die Peptidhydrolyse manometrisch mit Hilfe von 
d-Aminosiiureoxydase spezifisch bestimmt wird, auch die Anwen- 
dung racemischer Peptide. Wir haben inzwischen mit dieser Ver- 
suchsanordnung gute Erfahrungen gemacht und berichten iiber 
weitere Versuche an normalen und pathologischen Seren, wobei 
wir in Erginzung unserer friiheren vorlaéufigen Mitteilung auch 
auf methodische Einzelheiten eingehen wollen. Als Substrat diente 
in allen Fallen d- oder d,1 Leucylglycylglycin, das durch d-Amino- 
polypeptidase in d-Leucin und Glycylglycin zerlegt wird. Die 
abgespaltene Menge d-Leucin wird nach Zugabe von d-Amino- 
siureoxydase durch Messung des bei der Desaminierung eintreten- 
den O,-Verbrauches im Respirometer nach Warburg bestimmt. 
Als d-Fermentpraiparat benutzen wir Acetontrockenpulver aus 
Hammel- oder Schweinenieren, dargestellt nach den Angaben von 
H. A. Krebs?°). In friiheren Untersuchungen?!) haben wir be- 
stiitigen kénnen, daB das so hergestellte Ferment ausschlieBlich 
Aminosiuren der d-Reihe desaminiert, 1-Aminosiuren und auch 
das optisch inaktive Glycin werden nicht angegriffen. 

In Vorversuchen haben wir uns zunachst davon iiberzeugt, 
daB d- bzw. d,l Leucylglycylglycin von d-Aminosiureoxydase nicht 
desaminiert wird, wenn das Peptid keine freie d-Aminosiiure 
enthalt. Die von uns verwendeten Peptidpraiparate zeigten nach 
Fermentzugabe keinen Sauerstoffverbrauch}*). Weiter wurde fest- 
gestellt, ob in den Seren selbst Aminosiureoxydase enthalten ist. 
Zu diesem Zwecke wurde eine bestimmte Menge d-Aminosiure 
zum Serum zugesetzt und der NH,-Wert zu Beginn und am Ende 


*) Diese Z. 189, 4 (1930). 
1”) Biochemie. J. 29, 1630 (1935). 
") F. Kégl, H. Herken u. H. Erxleben, Diese Z. 264, 220 (1940). 
”) Vergl. H. A. Krebs, Biochemie. J. 89, 1630 (1935); Diese Z. 21%, 
191 (1933). 
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des Versuches ermittelt. Es zeigte sich, daB die erhaltenen Werte 
gleich waren. Immerhin kann bei dieser Versuchsanordnung der 
EKinwand erhoben werden, daB das Ammoniak im Sinne eine } 
Umaminierung?*) auf andere Substanzen iibertragen und so dem 
Nachweis entzogen wird. Aus diesem Grunde haben wir unter. 
sucht, ob zum Serum zugesetztes d-Leucin nach langerer Ver. 
suchsdauer mit d-Aminosdureoxydase quantitativ wiedergefunden 
wird. Wir geben dafiir ein Beispiel: 


Tabelle I 


Ansiitze: Je 0,5 cem Serum, 1,0 cem d-Leucin (0,0280 mg d-N.) 0,5 cem 

0,9 °/,ige NaCl-Lésung py; = 7,0. Temp. 30° Zu Beginn des Versuches, nach 

48 und 96 Stunden, wurde in den Anhang der Warburg-GefaBe 0,5 cem 

Fermentlésung gegeben, die nach Temperatur und Druckausgleich in den 

Hauptraum der VersuchsgefiBe eingekippt wurde. Temperatur bei der 

Desaminierung 37,5°. Ansitze mit 0,5 cem Serum und 1,5 cem 0,9 %/, iger 
NaCl-Lésung dienten als Thermobarometer. 








- > " Nach Nach 
48 Stdn. | 96 Stdn. 

















Versuches 
Q,-Verbr. nach Zugabe des Fermentes in emm 21,9 23,0 22,0 
Wiedergef. Menge in mg d-N.. ..... 0,027.4 0,0288 0,0275 
In °/, des guges. Leucins ........ 7,7", 1 1083, 98,3 °/, 


Die Berechnung des Gehaltes an d-Amino-N erfolgt nach der 
von H, A. Krebs ?°) angegebenen Reaktionsgleichung: 


R — CHNH,: COOH + '/, 0, = R — CO- COOH + NH, 


1 cmm O, entspricht danach 0,00125 mg d-N. 

Diese Gleichung trifft, wie E. Negelein und H. Brémel”) 
gezeigt haben, fiir alle ungereinigten, katalasehaltigen Ferment- 
praparate zu, wihrend bei Abwesenheit von Katalase 1 Mol 
d-Aminosiure 1 Mol Sauerstoff verbraucht. In den folgenden 
Tabellen sind nun eine Reihe von Versuchen an normalen und 
pathologischen Seren zusammengestellt, wobei wir bei einigen 
Fallen gepriift haben, ob auch fiir unsere Versuchsanordnung 


die Krebssche Gleichung gilt. 





8) A. E. Braunstein u. M. G. Kritzmann, Biochimia 2, 242 (193%); 
Nature 140, 503 (1937); Enzymologia (Nd.) 2, 129 (1937). 
4) Biochem. Z. 300, 225 (1939). 
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Tabelle Il 




















Keeani . emm NH,- 
Serum des Peptids emm O,-Verbr. Bildung 
Pankreas eS oe oy oe Me m/80 — 14,3 + 25,4 
7 ee oe m/80 — 18,0 + 34,1 
Malign. Papil. der Harnblase m/80 — 13,7 + 24,0 


Nach diesen Ergebnissen kann die abgespaltene Menge 
d-Leucin daher auch in unseren Versuchen aus der oben ange- 
fiihrten Gleichung berechnet werden. 


Tabelle III 
Nachweis der tied von d,1 Leueylglyeylglycin durch Aminosiureoxydase 
































Zeit |Konzentr.| 0, Ver- aN I 
Serum in |d.Peptids brauch rei e oe 0. Spal- 

Stdn. |(mg d. N.) in emm m4 1 tang 
1. PankreasCa...'... 24 0,350 143° 0,0179 5,1 
2. CardiaCa..... 48 0,350 18,0 0,0225 6,4 
3. Malign. Papil. der Harnbl. 48 0,350 13,7 0,0171 4,9 
4. Rectum Cam.Lebermetast. 48 0,350 13,4 0,0167 4,8 
5. Rectum Ca m. Metast. . 72 0,350 10,2 0,0128 3,6 
6. Rectum Ca. ...... 2 0,350 17,2 0,0216 6,2 
7. MGs 4 se ee 96 0,560 0) -— 0 
8. Pylorus Ca m. Metastasen 72 0,350 18,3 0,0230 6,6 
eS ae ae 72 0,560 16,3 0,0204 3,6 
10, BPE we ee 48 0,350 0 — 0 
1; Ss 6: ue ew 72 0,560 0) —- 0 
12, Me Ge kw tt et 48 0,560 0 — 0 
13. Gallenblasen Ca ... . 96 0,560 5,9 0,0074 1,3 
14, FR ke 48 0,560 6,6 0,00825 1,5 
15. Demee Gc we wt 48 0,560 0 _ 0 
16, Posie (ae... se, 96 0,560 0 -- 0 
17. Sarkom am Oberarm . . 48 0,350 3,6 0,0045 1,3 
18, Neves. Bewmm. ..... 48 0,350 0 -- 0 
19. Norm. Serum. ..... 48 0,350 0 _ 0 
20. Norm. Serum. .... . 96 0,560 0 _ 0 
21. Himolyt. Ikterus... . 96 0,560 2.2 0,00275 | 0,5 
22. Lymphat. Leukiimie. . . 44 0,560 2,2 0,00275 | 0,5 
23. Chron. Bronchitis. . . . 44 0,560 2,1 0,00265 | 0,5 
24. Grippepneumonie. . . . 96 0,560 0 — 0 
25. LungenabszeB .... . 48 0,560 0 — 0 
26. Lungentbe. ...... 72 0,560 0 — 0 
27. Lungentbe. ...... 72 0,560 0 — 0 
28. Animie ...... ope 48 0,350 33 0,004 1 1,2 
29. Magenuleus ...... 72 0,560 1,4 0,0018 0,3 
30. Magenuleus ...... 48 0,560 0 — 0 
31. Herzinsuffizienz ... . 48 0,560 0 — 0 
oa. Nephritis ...... 96 0,560 0 - 0 
33. Uriimie ........ 68 0,560 0 — 0 
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Die Spaltungswerte wurden bei einer Anzahl dieser Fiille 
auch mit der Titrationsmethode bestimmt. Fiir die in Tab. IV 
angegebenen Versuche stand uns reines d-Leucylglycylglycin zur 
Verfiigung 15), 




















Tabelle IV 

Nachweis der Spaltung von d-Leucylglyeylglycin durch Titration 

aeig8 Acid.-Zu- 0 
Serum a Jer wachs Verbr. g {o 

unden) n/100-KOH | SP Uns 

1. Bemboeee Gs... < os a ee 24 0,255 5,1 
a SS a ee ere 48 0,35 7,0 
3. Malign. Papil. der Harnblase . . 48 0,25 5,0 
5. Rectum Ca mit Metastasen ... 72 0,241 4,8 
a ee ae 72 0,320 6,4 
8. Pylorus Ca mit Metastasen .. . 72 0,391 7,8 
10. Magencarcinom. ........ 24 0,290 5,8 
72 0,295 5,9 
17. Sarkom am Oberarm ...... 24 —(),29 —5,8 
72 — (0,405 —8,2 
ee ee re ee 48 0,106 2,1 











Die Peptidkonzentration war in allen Versuchen 0,4 mol. 
Die vor den Seren angegebenen Zahlen stimmen mit den Fiillen 
der Tab. III iiberein. 

Mit Ausnahme der beiden Versuchsergebnisse 10 und 17 
konnten wir also eine recht gute Ubeinstimmung zwischen den 
beiden angewandten Methoden feststellen. Bei diesen Fallen be- 
stehen allerdings starke Differenzen. Besonders stérend erscheint 
bei der Titrationsmethode das gelegentliche Auftreten negativer 
Werte, die bisher von fast allen Autoren beobachtet wurden, 
Hierdurch wird die Brauchbarkeit des Titrationsverfahrens zur 
Ermittlung geringer Peptidspaltungen stark eingeschrankt, wahrend 
die manometrische Methode gerade fiir den Nachweis kleiner 
Mengen besonders geeignet ist. 

Von allen untersuchten Fiillen lieferten die Carcinome die 
héchsten Werte. Ein abschlieBendes Urteil iiber die Spezifitat 


) E.u. R. Abderhalden®) haben bereits darauf hingewiesen, dai 
man auf die optische Reinheit optisch aktiver Polypeptide den gréSten 
Wert legen muf. Unsere eigenen Erfahrungen mit einem Priparat von 
d-Leucylglycylglycin, das etwa 8°/, l-Komponente enthielt, zeigten, daB die 
bei der Titration erhaltenen Werte stark schwankten und mit den mit der 
manometrischen Methode gefundenen Spaltungsprozenten nicht iiberein- 


stimmten. 
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: | der Reaktion kann natiirlich noch nicht gegeben werden, zumal 
auch bei nicht carcinomatésen Seren gewisse d-Peptidspaltungen 
- yorkommen, wobei die bei Fall 28 (Tab. III) angegebene Menge 


den sehr niedrigen Werten einiger Carcinomseren gleichkommt. 
Es ist durchaus méglich, daB es sich nur um quantitative Unter- 
schiede handelt. Wie wir friiher*) bereits gesehen haben, spalten 
nicht alle Carcinomseren d-Peptide. Dies ist inzwischen auch 
yon anderen Autoren gefunden worden. Wenn es sich bei den 
d-Peptidasen tatsiichlich um Abwehrfermente handelt, ist dies 
auch durchaus verstandlich, denn die Reaktionslage des erkrankten 
Kérpers wird bei der Erzeugung derartiger Fermente natiirlich 
eine Rolle spielen. Bei der Diskussion iiber die Bedeutung des 
Vorkommens der d-Peptidasen im Serum fiir das Geschwulst- 
problem hat in der Literatur ein wichtiger Gesichtspunkt nicht 
geniigende Beachtung gefunden. MHieriiber werden fF. Kogl 
A. J. Klein und G. J. van Veersen nach AbschluB einer im 
Gange befindlichen Untersuchung berichten. 


Herrn Prof. Dr.H. W. Knipping und Herrn Prof. Dr. F. Kégl 
danken wir sehr fiir die Férderung unserer Arbeit. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und der I. G. Farben- 
industrie A.G. Werk W.-Elberfeld sind wir fiir die Unterstiitzung 
der Arbeit sehr zu Dank verpflichtet. 


Experimenteller Teil 


Besonders wichtig ist es, bei diesen langdauernden Fermentversuchen 
unter absolut sterilen Bedingungen zu arbeiten. Aus diesem Grunde wurde 
das Blut in allen Fallen mit einer Veniile abgenommen, blieb bis zum Ab- 
setzen des Blutkuchens eine Zeit lang stehen und wurde dann zentrifugiert. 
Siimtliche Glassachen wurden im Trockenschrank bei 150° sterilisiert und 
nach Abkihlung sofort fiir die Versuche verwendet. Die Messung des 
Q.-Verbrauches geschah in der von Warburg") angegebenen Apparatur. 


Bei den Versuchen 1—6, 8, 10, 17, 18, 19 und 28 der Tab. III wurden 
die Ansitze in den Warburg-Gefifen vorgenommen, und zwar wurde 


jeweils 0,5 cem Serum, 0,5 cem m/10-d,l-Leucylglyeylglycin und 1 cem 


physiologische NaCl-Lésung einpipettiert. Temperatur 30° In den iibrigen 
Versuchen der Tab. III kamen die Ansiitze in kleine Réhrehen, die mit 
Schliffstopfen versehen waren. In jedes Réhrchen werden 0,5 ccm Serum, 
1,0 eem m/10-d,1-Leucylglycylglycin und 1 cem physiologische NaCl-Liésung 
eingefiillt. Aufbewahrung bei 30° im Thermostaten. Nach den in der 
Tab. III angegebenen Versuchszeiten fiillten wir 2 cem dieses Ansatzes in 


'5) Der Stoffwechsel der Tumoren, Berlin 1926. 
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die Warburg-GefiSe ein. In den Einsatz kam 0,2 com 10°/,ige KOH, 
in den seitlichen Anhang 0,5 ecm d-Fermentlésung, deren Herstellung weiter 
unten beschrieben wird. Die Fermentlésung wurde nach Temperatur und 
Druckausgleich in den Hauptraum des GefiBes eingekippt. Leerversuche 
ohne Peptidlésung wurden in der gleichen Weise angesetzt und dienten als 
Thermobarometer. Die VersuchsgefiBe waren KegelgefiBe von etwa 18 ccm 
Inhalt. Die seitlichen Anhinge hatten Ventilstopfen, die eine Durch- 
strémung der Versuchsansitze im Thermostaten gestatten und dadurch einen 
schnelleren Temperatur- und Druckausgleich erméglichen. 


Die Ammoniakbestimmungen wurden nach der Methode von Parnas" 
vorgenommen, die Menge colorimetrisch im Stufenphotometer von Zeiss 
bestimmt. 


Die Herstellung des Acetontrockenpulvers geschah nach den Angaben 
von H. A. Krebs"). Die Nieren wurden frisch ('/, Stunde nach dem Tode 
des Tieres) vom Schlachthof bezogen, in einer Latapiemiihle zerkleinert, 
mit der 6fachen Menge Aceton versetzt und dann 10 Minuten geschiittelt. 
Nach Absaugen des Acetons auf einem Biichner-Filter wird der Brei mit 
der gleichen Menge Aceton nachgewaschen und anschlieBend im Vakuum- 
exsiccator iiber Phosphorpentoxyd bei 0° getrocknet und auf bewabhrt. 


Bereitung der Fermentlésung fiir die Versuche: 1,5 g Acetontrocken- 
pulver wird mit Quarzsand im Morser zerrieben und mit 40 cem Aqua dest. 
versetzt. Die Lésung wird 15 Minuten geschiittelt und anschlieBend zentri- 
fugiert. Fiir die Versuche benutzten wir 0,5 ccm dieser Lésung. Nach An- 
gaben von Krebs sollen diese Trockenpulver bis zu 2 Monaten haltbar sein. 
Da sich aber bei unseren Priparaten meist schon nach 3 Wochen ein ge- 
wisser Aktivititsverlust bemerkbar machte, haben wir nach dieser Zeit stets 
neue Trockenpulver benutzt. In fast allen Versuchen wurde die Wirksamkeit 
des Fermentes mit einer d-Aminosiurelésung bekannter Konzentration ge- 
testet, um auszuschlieBen, da8 durch Inaktivitéit des Fermentes negative 
Werte vorgetiiuscht werden. Nach unseren Erfahrungen sind die aus Hamme!- 
nieren hergestellten Fermentpriparate aktiver als die aus Schweinenieren. 
Fiir die Versuche kénnen jedoch beide benutzt werden. 


Zum Schlu8 geben wir einige Versuchsprotokolle als Beispiel an. Die 
Ansiitze, die in den drei angefiihrten Versuchen gleich waren, hatten folgende 
Zusammensetzung : 

a) 0,5 eem Serum, 1,0 eemm/10-d,1- Leucylglycylglycin, 1,0 ecm 0,9 °/, ige 
NaCl-Lésung. Nach 72 stiindigem Aufenthalt im Thermostaten bei 30° werden 
von dieser Liésung 2 cem (enthaltend 0,560 mg d-N.) in die Warburg-GefaBe 
eingefiillt. Im Einsatz der GefiBe 0,2 cem 10°/, KOH. 0,5 cem Ferment- 
lésung im Anhang der Gefife. Temperatur bei der Desaminierung 37,5°. 


b) 0,5eem Serum, 2,0 ccem 0,9 °/,ige NaCl-Lésung. Sonst gleiche Versuchs- 
anordnung wie a). Dieser Ansatz dient als Thermobarometer. 

ec) 0,5cem Serum, 0,5 eem m/200-d-Leucin, 1,5 eem 0,9 °/, ige NaCl-Lésung. 
2cem dieses Versuchsansatzes (enthaltend 0,0280 mg d-N.) wurden nach 
72 Stunden in die VersuchsgefiBe eingefiillt. 0,2 cem 10°/, KOH im Einsatz, 
0,5 eem Fermentlésung im seitlichen Anhang des GefaBes. 





1) Biochem. Z. 152, 1 (1924); 155, 247 (1925), 173, 224 (1928). 
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Tabelle III 
Versuch 9. Magencarcinom (untersucht nach 72 Stunden) 
Zeit a) b) c) 
—o | 20,40 25,30 21,75 _ 
Nach 10° | 20,15 ~ 0 25,10 — > 21,50 — 9” 
» 20 20,10 25,05 21,45 
Zugabe der Fermentlésung 
Nach 50’ 19,40 — 2? 25,10 +9? 20,15 — 15? 
» 80’ 19,00 _ 3’ 25,00 _ 05 19,80 _ 4’0 
» Le 18,85 0 24,95 4.05 19,65 
» 140’ 18,90 yt lla 19,70 
0,-V erbrauch nach 
Multiplikation m. | — 16,3 emm — 23,0 emm 
Gef iBkonstanten 
= mg aN. 0,0204 0,0288 


Peptidspaltung = 3,6°/, 





wiedergef. Menge d-Leucin 103°, 


Versuch 16. Portiocarcinom (untersucht nach 96 Stunden) 




















0’ 20,40 24,40 22,40 

Nach 10’ 20,10 —p" 24,15 7 o> aa.a9 + 05 

» ww 20,15 24,20 TM 22,25 

Zugabe der Fermentlésung 

Nach 50’ 19,95 0 24,00 — 20 20,40 — 16.9 

— 19,95 24,00 2040, 
O,-Verbrauch nach 
Multiplikation m. | 0 — 21,2 emm 
Gefi8konstanten 
=mg d-N. 0 0,0266 


Peptidspaltung = 0°/, 





wiedergef. Menge d-Leucin 95°), 


Versuch 22. Lymphatische Leukiimie (untersucht nach 44 Stunden) 

















0’ 18,65 K 18,55 23,70 
Nach 10 18,55 +1? 18,40 —h° 23,55 0 
i 18,55 18,40 23,55 
Zugabe der Fermentlésung 
Nach 50’ 18,50 —) 18,50 +30 aa,95 — 138 
» 18,30 9 18,30 ~ 9's 21,80 — 5p 
110’ 18,25 _ 9. 18,25 4’ 21,65 —~ 9’ 
120’ 18,20 ~" 18,25 21,65 
0,-Verbrauch nach =) 
Multiplikation m. d. $} —2,2 emm — 22,5 emm 
GefiBkonstanten 
=mg aN. 0,00275 0,0281 
d-Peptidspaltung = 0,5°/, wiedergef. Menge d-Leucin 100°, 
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Uber das Vorkommen des Heptakosans 
im menschlichen Sperma 
Von 


Th. Wagner-Jauregg 





(Aus der Chem. Abteilung des Forschungsinstituts fiir Chemotherapie, Frankfurt a. Main) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Mai 1941) 


Hohere, gesittigte Paraffiinkohlenwasserstoffe mit 25 und mehr 
Kohlenstoffatomen, wurden als Begleiter von Wachsen hiufig auf- 
gefunden, so z. B. das Hentriakontan (C,,H,,) oder das n-Hepta- 
kosan (C,,H,,), letzteres im Bienenwachs, im ostindischen Ghedda- 
wachs, im Steinkohlen-Tieftemperaturteer, im Hartparaffin aus 
Braunkohlenteer, im Klatschmohn, in den Bliiten des Huflattichs 
und Wiesenklees, in den Knospen von Populus balsamifera, im 
Blatt der Kentucky- und Virginiatabake und im gerésteten Kaffee. 


Vor einigen Jahren isolierten W. F. Hart und M.A. Northup!) | 
aus 12 Liter Schwangerenharn 1,4 g eines Kohlenwasserstoff- | 


gemisches, das hauptsichlich aus n-Heptakosan (C,,H,,) neben 
wenig n-Pentakosan (C,,H,,) bestand. Der gewéhnliche weibliche 
oder minnliche Harn enthalt, wenn iiberhaupt, weit kleinere 
Mengen dieser Paraffine. Ostrogene Wirkung entfalten diese 
Kohlenwasserstoffe erwartungsgemiB nicht. Wir fanden nun 
auch im menschlichen Sperma einen Kohlenwasserstoff, der nach 
Schmelzpunkt und Analyse identisch mit n-Heptakosan ist. Die 
Ausbeute betrug etwa 1g aus dem uns zur Verfiigung stehenden 
alkoholléslichen Anteil aus 18 Liter Spermaflissigkeit. Da das 
Heptakosan in Alkohol schwer loéslich ist, stellt die von uns 


isolierte Menge wahrscheinlich nur einen Bruchteil der im Sperma | 


tatsichlich vorhandenen dar. 


Hodhere Kohlenwasserstoffe entstehen in der belebten Natur 


wohl aus Fettsiiuren, -ketonen oder -alkoholen. Das Tier nimmt 
diese Paraffine mit der Nahrung auch als solche auf. Die Frage, 
in welcher Weise das Auftreten des Heptakosans im Sperma zu 
deuten ist, muB vorerst unbeantwortet bleiben. 





1) J. Amer. Chem. Soe. 57, 2726 (1935). 
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AuBer dem Paraffin ergab die Aufarbeitung der alkohol- 
lislichen Fraktion aus Sperma Fettsiuren (Palmitin- und 
Stearinsdure) und Aminosauren, in betrachtlicher Menge vor 
allem Tyrosin. Das reichliche Vorkommen freier Aminosduren in 
der Spermaflissigkeit ist schon friiheren Bearbeitern aufgefallen ’). 


Beschreibung der Versuche 


Als Ausgangsmaterial, das wir Herrn Prof. K. Freudenberg, Heidel- 
berg verdanken, stand uns der alkohollésliche Anteil zur Verfiigung, 
der aus 18 Litern menschlicher, nativer Spermaflissigkeit durch 
Fillen mit Methanol-Athanolgemiseh gewonnen wurde. Der Extrakt war 
im Wasserstrahlvakuum auf dem Wasserbad unter Zusatz von etwas sekun- 
direm Octylalkohol als Entschiiumungsmittel auf etwa 750 ccm eingeengt 
und die dicke, braune Fliissigkeit im Eisschrank aufbewahrt worden. Da- 
bei schied sich eine halbfeste Masse aus; diese trennten wir durch Zentri- 
fugieren ab und extrahierten sie in der Kilte mit verschiedenen Lésungs- 
mitteln in mehreren Portionen nach folgendem Schema: 


Alkohollésliche Fraktion aus Sperma, fester Anteil 


1,5 Liter Aceton 


Fiat 
x SA 
Extrakt I Riickstand I 
2 Liter | Alkohol—Ather (1: 1) 
Pi. 
i ih 


Extrakt II Riiekstand II 
1,5 Liter | Chloroform 
P i * 
“ “‘* 
Extrakt III  Riiekstand III 
0,5 Liter | dest. Wasser 


a SA 
Extrakt IV Riickstand IV 


Extrakt I hinterlieB beim Einengen eine braungefirbte, intensiv nach 
Sperma riechende®), sechmierige Masse, die in 4,5 g eines alkaliléslichen und 
6g eines neutralen Anteiles getrennt werden konnte. Die benzolische Lésung 
der sauren Fraktion wurde mit Frankonit KL entfirbt und eingedampft. 
Der Riickstand schmolz nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus ver- 
dimntem Alkohol bei 57—60° und ist demnach wahrscheinlich ein Gemisch 
von Palmitin- und Stearinsiiure. 


1 Z. B.: M. W. Goldblatt, Biochemie. J. 29, 1946 (1937). 

*) Kin dhnlicher Geruch tritt bei der Darstellung von Dithymol aus 
Thymol durch Dehydrierung mit Silberpersulfat [nach Austin, J. chem. Soe. 
9, 265 (1911)] auf. 
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Aus dem auf 250 cem eingeengten Extrakt II schieden sich bein 
Stehen im Eisschrank Krystalle ab, die nach 2 maligem Umlésen aus heifem 
Athanol schéne, farblose, wachsartige Nidelechen vom Schmelzp. 50—75" 
darstellten, léslich in Benzol, Chloroform oder warmem Aceton, unvoll- 
stindig léslich in Ather. Ausbeute 1g. 

0,5 g dieses Produkts erhitzten wir in 20 cem Benzol + 25 eem Alkohol 
mit 1,5 g Atzkali 4 Tage lang unter Riickflu8, unter Einleiten von Stickstoff. 
Im Vakuum eingeengt hinterblieb ein aminartig riechender Riickstand, der 
mit verdiinntem Alkali und Ather durchgeschiittelt wurde. Die fitherlésliche 
Neutralfraktion betrug 320mg und krystallisierte aus Essigester in diinnen 
Krystallblittchen vom Schmelzp. 58—60°. In der Literatur wird fiir n-Hepta- 
kosan der Schmelzp. 59,5° angegeben. In Alkohol in der Kalte schwer lislich. 


C.,H,, (390,4) Ber. C 85,16 H 14,84 Gef. C8535 H 14,66. 


AuBer dem Kohlenwasserstoff isolierten wir aus dem Verseifungsgemise h 
noch 50 mg eines in Ather léslichen, sauren Produkts und 70 mg in ver- 
diinntem Alkali unlésliche, anorganische Flocken, die Calcium enthielten. 

Die Isolierung des Heptakosans aus dem oben erwihnten Rohprodukt 
vom Schmelzp. 50—75° gelingt auch beim Ausschiitteln der benzolisch- 
itherischen Lésung mit verdiinnter Lauge und verdiinnter Siure in der 
Kalte und mehrfachem Umkrystallisieren des Neutralanteiles aus Essig- 
ester und Alkohol. Der erhaltene Kohlenwasserstoff ist aber, trotz guten 
Aussehens der Krystalle, klebrig und schmilzt unscharf. 

Extrakt III enthielt etwa 3—4g feste Substanz, die nicht niiher 
untersucht wurde. 

Der wibrige Extrakt IV war dunkelbraun gefirbt und gab Fiallungen 
mit Phosphorwolframsiiure, Pikrinsiure, Flaviansiure, Mereurisulfat und Gold- 
chlorid, und enthielt wahrscheinlich die Base Spermin. 

Der in Wasser schwer lésliche Rest (Riickstand IV) war rein weil 
und wog nach dem Waschen mit Alkohol und Trocknen 4,5 g. Er wurde 
in verdiinntem Soda gelést, mit Alkohol ausgefallt, und dann aus heibem 
Wasser umkrystallisiert. Die Krystalle gaben die fiir Tyrosin charakte- 
ristischen Farbreaktionen und schmolzen bei 290—292° (unkorr.), bei lang- 
samem Erhitzen ungefihr 10° tiefer. 


—0,29° x 100 — 


” ~12.7° 
l«lp 1 x 2,28 bay 





Literaturangabe fiir ]-Tyrosin: [a]) = —12,9°. 
C,H,,0O;N  ~—Ber. N 7,7 Gef. N 8,03. 








Berichtigung zu der Arbeit H. Fischer und H. Guggemos’) 


»oynthese des 4,4 Dimethyl-3,3'-didthyl-5, 5’-diamino- 
pyrromethens“ 
Von 


Hans Fischer und Fritz Endermann 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Juni 1941) 


Auf §.41 obengenannter Arbeit berichteten wir iiber das 
Kupferkomplexsalz eines Diaminopyrromethens. Das Diamino- 
pyrromethen selbst gab keine stimmenden Werte wegen des Ge- 
halts an Imidoporphyrin. Beim Kupfersalz des Diaminopyrro- 
methens nun ergab die Nachpriifung der Analysenresultate einen 
Irrtum insofern, als diese nicht mit der Theorie eines Diamino- 
pyrromethen-kupfersalzes iibereinstimmen, vielmehr auch hier das 
Kupfersalz des Tetramethyltetraithyl-diimidoporphyrins vorlag. 
Das Kupfersalz des Diaminopyrromethens zu isolieren ist bis 


jetzt nicht gelungen, es ist aus der Literatur zu streichen. 


Kupferkomplexsalz des Diamino-pyrromethens C,,;H,.N,Cu 
Ber. C 56,29 H 6,30 N 17,52 Cu 19,89. 
Kupferkomplexsalz des §,0)-Di-imido-itioporphyrin II 
Ber. C 66,44 H 6,32 N 15,51 Cu 11,73. 
3,131 mg Subst.: 7,505 mg CO,, 1,740 mg H,0, 0,453 mg CuO. — 
3,235 mg Subst.: 0,459 eem N, (20°, 719 mm). 
Gef. C 65,37 H 6,22 N 15,64 Cu 11,56. 


') Diese Z. 262, 37 (1939). 
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Zur Chemie des Biotins 
Nachweis eines Harnstoffrings 


28. Mitteilung tiber pflanzliche Wachstumsstoffe') 
Von 
Fritz Kégl und Leendert Pons”) 


Mit 1 Figur im Text 


(Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Rijks-Universiteit Utrecht) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. April 1941) 


Die Untersuchung von Biotin, des im Jahre 1934 in Ge- 
meinschaft mit B. Ténnis in krystallisierter Form isolierten Bios- 
Faktors, ist durch die seither in unserem Institut ausgefiihrten 
analytischen Versuche soweit fortgeschritten, daB die Konstitution 
in den wesentlichen Ziigen feststeht und zielbewuBte synthetische 
Arbeiten erméglicht wurden. Nachdem Biotin bereits als einem 
der wirksamsten pflanzlichen Wuchsstoffe gréBtes Interesse zukam, 
ist es inzwischen durch seine Wirksamkeit als Vitamin H auch fir 
die medizinische Forschung auSerordentlich wichtig geworden. Wie 
V. du Vigneaud’), D. B. Melville, P. Gyérgy und C.S. Rose 
bereits berichtet haben, hatte ein von uns zur Verfiigung gestell- 
tes Praparat von Biotin-methylester bei der Ratte in einer tig- 
lichen Dosis von 0,1 y und einer Versuchszeit von 30 Tagen villige 





) Friihere Mitteilungen iiber Biotin: 

a) Vortr.: Ber. chem. Ges. 68, A, 16 (1935); 

b) Darstellung: Diese Z. 242, 43 (1936); 

¢) Vorkommen im tierischen Organismus: Diese Z. 243, 189 (1936); 

d) Biotin als Phytohormon: Diese Z. 243, 209 (1936) ; 

e) Molekularformel: Naturw. 25, 466 (1937); 

f) Einflu8 auf das Wachstum verschiedener Pilzarten: Diese Z. 249, 
93 (1937); 

g) 27. Mitt. tiber pflanzliche Wachstumstoffe: Bedeutung fiir das 
Wachstum von Staphylococcus pyogenes aureus: Ree. Tray. Chim. des Pays- 
Bas 57, 747 (1938). 

*) Vgl. L. Pons, Dissertation, Utrecht, 11. April 1938. 
*) Science 92, 62 (1940); vgl. auch die Beziehungen zu ,,Coenzym R“, 
Ebenda 91, 243 (1940). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 269 9) 
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Heilung der Hautschidigungen und Wiederaufnahme des Wachs- 
tums zur Folge. Nach noch nicht verdffentlichten Befunden des 
Physiologischen Instituts der I. G. Farbenindustrie, Werk Elber- 
feld, wurde die Ratteneinheit von Vitamin H bei subcutaner 
Verabreichung in der gleichen GréBenordnung gefunden. Neuer- 
dings haben diese Forscher*) bei .;nem aus Leberkonzentraten 
erhaltenen Krystallisat eine héhere Aktivitiit festgestellt als in 
ihrer ersten Mitteilung; wir werden hierauf spiater zuriickkommen‘), 

Nachdem nunmehr auch von anderer Seite iiber Biotin ge- 
arbeitet wird und sich unser Versuchsmaterial inzwischen sehr 
angehiuft hat, beginnen wir mit der Veréffentlichung unserer 
experimentellen Befunde. Die vorliegende Mitteilung befaft sich 
mit den bis Anfang 1938 erhaltenen Ergebnissen. 

Im Jahre 1936 hatten wir!) bei der Aufarbeitung von 
250 kg Enteneigelb 1,1 mg eines Krystallisats erhalten, das eine 
Aktivitét von ungefiihr 25 Milliarden SE pro g zeigte; wie damals 
schon vermutet wurde, handelt es sich hierbei um den Methy)l- 
ester des Biotins. Die einzelnen Operationen bei der Darstellung 
kosteten zwar vor allem wegen der grofen Materialmengen viel 
Arbeit, waren aber sehr zuverlissig und effektiv; nur die letzte 
Reinigungsstufe erwies sich als recht unbefriedigend, da die aktiven 
Krystalle bloB mit grofem Verlust von einem zih anhaftenden 
Ol zu befreien waren. 

Bei der Fortsetzung der Untersuchung sind wir von chine- 
sischem Hiihnereigelb ausgegangen, das sich durch seine griBere 
Aktivitat und durch die giinstigeren Kigenschaften der Begleit- 
stoffe als besser geeignet erwies. 

Die ersten Stufen der Aufarbeitung konnten fast unveriindert 
auf das neue Material tibertragen werden; einige der spiiteren 
Stufen konnten wegfallen, wihrend andere verbessert wurden. 
Obschon die Ausbeute an aktiven Rohdlen vor allem durch das 
andere Ausgangsmaterial erheblich besser war, haben wir uns 
auch weiterhin lange Zeit vergeblich bemiiht, die aktiven Krystalle 
auf einfache und stets reproduzierbare Weise von dem anhaften- 
den Ol zu befreien. Anfiinglich wurde versucht, die Hochvakuum- 
Destillation in den Mikroretértchen so auszufiihren, daB die aktive 
Fraktion méglichst vollstiindig mit dem weniger viscosen Vorlauf 
tiberging. Dann haben wir die HCl-Konzentration, die Temperatur 
und die Reaktionsdauer bei der Veresterung variiert, sowie 


a 


*) Science 92, 609 (1940). *) Vgl. hierzu auch Fufnote 7. 
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Methanol durch Athanol ersetzt. Da alle diese Anderungen nicht 


den gewiinschten Erfolg hatten, wurde versucht, die Esterbase 


- durch Ausschiitteln mit verschieden starken Séuren zu fraktionie- 
‘ren, wie das zB. bei der T'rennung von Porphyrin-Gemischen 
mit groBem Erfolg ausgefiihrt wird. Nachdem auch dieser Weg 
' fehlschlug, haben wir uns zunichst die Aufgabe gestellt, die Technik 
der fraktionierten Hochvakuum-Destillation zu verbessern. Dies 
'war auch darum erwiinscht, da wir allmihlich etwas gréfere 
'Mengen des hochaktiven Rohéls zur Verfiigung hatten und die 
| Destillation in der bisherigen Ausfiihrungsform betriichtlich un- 
' giinstiger verlief, sobald mehr als 10—12 mg des Rohdls fraktio- 


niert wurden. LErfolgversprechend erschien die damals erst ver- 
einzelt, seither in der priiparativen organischen Chemie aber 
hiufiger verwendete ,.Molekular-Destillation“®), Bekanntlich ist 
hierbei der sehr kurze Abstand zwischen der Oberfliiche des zu 


 destillierenden Produktes und jener des Kiihlers ausschlaggebend 
.Kurzweg-Destillation"). 


Die einfache, in unserem Laboratorium gebaute Apparatur 
hat sich fiir die Biotin-Darstellung in den letzten Jahren vor- 
ziiglich bewihrt, so daB wir sie hier kurz beschreiben. 

Die beiden Teile des DestillationsgefaBes (Figur) sind aus 
einem Jenaer Normalschliff (50/10) verfertigt. Der aus vernickel- 
tem Messing bestehende Kiihler wird in der Pfeilrichtung von 


der Kihlftissigkeit (- 50°) durchstrémt, die hierauf ein (nicht ge- 
zeichnetes) kleines GefiB passiert, in dem sich ein Thermometer 


befindet. Die horizontale Kiihlfliche ist etwa 1,5 mm vom Boden 


ides GefiBes entfernt. 


Als Kiihlfliissigkeit dient mit Kohlensiiureschnee gekiihlter 
Alkohol; zur Zirkulation verwenden wir einen kleinen HeiSluft- 
motor; da dieser sehr rasch durchstrémt wird, hat dies keinen 
nachteiligen Kilteverlust zur Folge. Von der Pumpe wird der 
Alkohol in das Kihlgefi8 zuriickgeleitet, wo er neuerlich auf 
— 50° gebracht wird. Die Schlauchverbindungen zwischen Kiihl- 
gefiib, Kiihler und Pumpe sind durch Watte- und Asbestwick- 
lungen isoliert. 

Die Verdampfungsdestillation wird jeweils mit Mengen von 
150-—200 mg Rohél ausgefiihrt. Der wichtigste Fortschritt besteht 


*) J.N. Bronsted und G. Hevesy, Philos. Mag. J. Sci, [6], 45, 31 
1922), Vgl. zur Theorie sowie Entwicklung der Apparaturen und Anwen- 
dungen die Zusammenfassung von E. W. Fawcett, Kolloid-Z. 86, 34 (1939), 
sowie jene yon F. Wittka, Z. angew. Chem. 68, 557 (1940). 
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darin, daB die aktive Substanz bereits bei einer Badtemperatn; 
von 150—155° fliichtig ist, wihrend bei der gewdéhnlichey 
Hochvakuumdestillation hierzu auf 225—250° erhitzt werdey 
mubte. Die Qualitét des Destillationsproduktes ist durch diese 
betrachtliche Erniedrigung der Temperatur viel besser; das mit 
Hilfe von Chloroform vom Kihler abgespiilte Kondensat  hinter. 
1a8t beim Eindampfen der Liésung einen Riickstand, der sofort 


Alkohol (— 50°) 
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gut durchkrystallisiert. Obschon die Aktivitit dieser Fraktionen 
etwa doppelt so groB war wie jene der friher erhaltenen Destil- 
late, blieb doch auch nun noch die Schwierigkeit, daB die Krystalle 

nur mit groBen Verlusten von anhaftendem Ol zu trennen waren. 
Bereits in einem friiheren Stadium der Untersuchung hatten wir 
uns sehr bemiht, ein Lisungsmittel zu finden, durch welches 
das Ol zu entfernen war, ohne daB gleichzeitig auch die Krystalle 
in nennenswertem Umfang gelést wurden. Obschon Dutzende 
von Lésungsmitteln in vielen Kombinationen gepriift wurden, 
hatten wir dabei lange Zeit keinen Erfolg. Glicklicherweise fanden 
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wir aber schlieBlich in Mesityloxyd ein Lésungsmittel, das den 
Anforderungen in idealer Weise entsprach. 

Bis zu dem in der Einleitung genannten Zeitpunkt wurden 
insgesamt 1650 kg Hiihnereigelb aufgearbeitet; hiervon sind bei 
zwei Chargen von 500 kg die ersten acht Reinigungsstufen vom 
Werk Elberfeld der I. G. Farbenindustrie A.G. ausgefiihrt worden, 
wihrend uns bei den darauf folgenden Stufen Herr Th. J. de Man 
geholfen hat. 

Der bei der Aufarbeitung des Hithnereigelbs eingeschlagene 
Reinigungsgang entspricht abgesehen von der Destillations- und 
Krystallisationstechnik im wesentlichen der friiher beschriebenen 
Arbeitsweise. Im Laufe der Zeit haben sich jedoch noch zahl- 
reiche Verbesserungen und Vereinfachungen ergeben, so dab es 
angezeigt erscheint, in einem Anhang zu dieser Mitteilung das 
Darstellungsverfahren in seiner jetzigen Form kurz zu beschreiben. 

Das verwendete Hiihnereigelb ist durchschnittlich dreimal so 
aktiv wie Enteneigelb. Wiahrend die Ausbeute an krystallisiertem 
Biotin-methylester friiher nur 1,8°/, betrug, haben wir durch das 
verbesserte Verfahren 136 mg der vorhandenen Biotinmenge in 
reiner Form isolieren kénnen; nach Abzug der Versuchschargen 
entspricht dies einer Ausbeute von 10°/,. In der letzten Zeit hat 
Herr J. H. Verbeek die Ausbeute auf mehr als 20°/, d. Th. steigern 
kénnen, was in Anbetracht des langen Weges sicherlich sehr be- 
friedigend zu nennen ist. 

Der Schmelzpunkt*) des aus Mesityloxyd umkrystallisierten 
Biotinmethylesters ist 158°, also 10° héher als bei unserem ersten 


*) Dieser und die iibrigen Schmelzpunkte der Arbeit sind nicht korri- 
giert. Die amerikanischen Autoren‘) fanden fiir ein aus Leber gewonnenes 
Krystallisat einen Schmelzp. von 166—167°. Der Unterschied ist demnach 
nicht so groB, als auf Grund unserer friiheren Angabe gefolgert wurde. 
Wir haben nun unser Priparat noch aus Methanol—Ather (1: 2) umkrystalli- 
siert und konnten dadurch den Schmelzpunkt auf 161,5° bringen; bei noch- 
maliger Umkrystallisation trat keine weitere Erhéhung auf. Da es sich um 
Schmelzpunkte unter dem Mikroskop handelt, ist es nicht ausgeschlossen, 
dab die Differenz durch fiufere Faktoren, wie der Schnelligkeit des Er- 
hitzens und der subjektiven Beurteilung des Schmelzvorgangs zu erkliren 
sein wird. Eine Entscheidung iiber die Identitit wird erst durch Austausch 
der Priiparate zu treffen sein. Auch der Unterschied in der physiologischen 
Wirksamkeit laBt noch kein endgiiltiges Urteil zu, da wir fiir die physio- 
logischen Priifungen seinerzeit Priiparate abgegeben haben, die nur einmal 
unkrystallisiert waren. Selbstverstiindlich ist aber mit der Méglichkeit zu 
rechnen, daB die aus Eigelb und aus Leber gewonnenen Krystallisate 
wohl miteinander verwandte, aber nicht identische Stoffe darstellen. 
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Krystallisat gefunden wurde. Dieses diirfte aber nur Spurey | 


einer Verunreinigung enthalten haben, da die Aktivitét zuniichs 
praktisch iibereinstimmend zu 25-10° SE pro Gramm festgestellt 
wurde. In den letzten Jahren haben wir eine Wirksamkeit von etwa 
20-10° SE pro Gramm beobachtet, was offensichtlich mit einer ge. 
ringeren Empfindlichkeit der fiir den Test verwendeten Heferasse M 
vom Institut fiir Garungsgewerbe, Berlin zusammenhingt. Hine der. 
artige Verinderung im Laufe von 6 Jahren ist in Anbetracht der 
vielen Generationen und der unvermeidlichen Schwankungen in 
der Zusammensetzung der technischen Nihrlésungen nicht iiber. 
raschend; man darf im Gegenteil konstatieren, daB die aus vier 
Unterrassen bestehende Hefe beim Biotin-Test recht konstant ge. 
blieben ist. 

Naturgemif muSten wir uns infolge der groBen Kostbarkeit 
der Krystallisate bei der Charakterisierung auf das Wichtigste 
beschrinken; manche Versuche kénnen wegen der geringen Sub- 
stanzmenge, die wir dafiir geopfert haben, nur mit einem ge- 
wissen Vorbehalt angefiihrt werden. 


I. Physikalische Eigensehaften von Biotin-methylester 


Léslichkeit. Wie bei anderen hochaktiven Stoffen zeigte 
sich auch nach der Isolierung von Biotin-methylester, daB die 
reine Substanz viel weniger leicht léslich ist, als man aus dem 
Verhalten der Rohprodukte schlieBen konnte. Der Ester ist in 
Wasser und den gebriuchlichen organischen Lisungsmitteln miibig, 
in Ather und vor allem in Petroliither fast kaum léslich. Bei 
Zimmertemperatur lést sich schaitzungsweise 1 Teil in 100 Teilen 
Methanol. Bei den eingangs erwihnten Versuchen, das an den 
Krystallen haftende Ol abzutrennen, wurden etwa 50 Lésungs- 
mittel auf ihre Eignung gepriift. Es zeigte sich, daB die Krystalle 
in Paraffinen fast unléslich sind, wihrend ungesittigte Kohlen- 


wasserstoffe (Cyclohexen, Benzol) betrichtlich besser lésen. Die & 


Lislichkeit in halogenierten Kohlenwasserstoffen, in Alkoholen 
und Ketonen (Aceton, Methylithylketon) ist relativ groB. Es sel 
noch erwiihnt, daB an Stelle von Mesityloxyd fir das Umkrystalli- 
sieren auch Phoron, Methylheptenon oder Allylbenzol in Frage 
kimen. 

Optische Aktivitiit. Zur Bestimmung der: spezifischen 
Drehung schien absolutes Methanol als Solvens am besten ge- 
eignet; wie oben schon erwihnt, war die Léslichkeit aber geringer 
als erwartet, so daB nur eine ziemlich verdiinnte Lésung (7,5 mg 
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Biotin-methylester in 1,28 g Methanol) gepriift werden konnte. 
Der Ester ist stark rechtsdrehend. 


_+.0,38° + 100 


[“l> = 7-079 o4ga5 = + 82° (+ 3"). 


Ultraviolettabsorption. Die Priifung der Priparate auf 
die Absorption im Ultraviolett ist in unserem Laboratorium von 
Herrn Dr. C. Koningsberger ausgefiihrt worden. Beim ersten 
Priparat, das nur 2mal aus Mesityloxyd umkrystallisiert war, 
zeigte sich in Chloroformlésung eine sehr geringe Absorption bei 
240 mu. Es lag nahe, hierbei an eine Verunreinigung durch 
Mesityloxyd zu denken, wovon schon ein Gehalt von 1°/, die 
Absorption erkliren kénnte*). Kin 2. Priparat von Biotin-methy}- 
ester wurde durch Umfiillen aus Chloroform—Petrolither weiter 
gereinigt. In der Tat nahm die Absorption hierdurch ab, und 
zwar entsprach sie einem Gehalt von 0,4°/, Mesityloxyd; ein 
3. Priparat, das 2mal aus Mesityloxyd, 1mal aus Chloroform- 
Petrolither und schlieBlich noch aus absolutem Methanol um- 
krystallisiert war, zeigte nur noch eine minimale Absorption, die_ 
einer Beimischung von 0,25 °/, Mesityloxyd entsprechen wiirde: 


Priiparat 1050 I, Konzentration 740 mg pro Liter. 





234 
0,05 


238 
0,05 


240 
0,06 


248 
0,05 


254 
0,02 








Wellenliingen in mu {| 405—270] 265 
Absorptionskoeffizient 0 0,01 











Bekanntlich ist es schon bei Substanzen, die in _ beliebiger 
Menge zur Verfiigung stehen, nicht immer ganz leicht, sie optisch 
absolut rein darzustellen; begreiflicherweise muBten wir in unserem 
Fall von weiteren Versuchen in dieser Richtung absehen. Es 
bleibt dahingestellt, ob die — auf anderem Wege analytisch nicht 
nachzuweisende — Verunreinigung in der Tat Mesityloxyd ist, 
oder ob es sich um einen aus dem Ausgangsmaterial stammenden 
Begleitstoff handelt. Sicher ist jedenfalls, daS Biotin 
(-ester) selbst im leicht zuginglichen Ultraviolett keine 
spezifische Absorption zeigt. 


‘) Das Absorptionsspektrum von Mesityloxyd ist hiufig gemessen 
worden: in Athanol werden fiir das Maximum Werte von 235—237, in 
Hexan von 230—235, in Wasser von 241—244 mu angegeben. Vel. J. Bie- 
lecki u. V. Henri, Ber. chem. Ges. 47, 1690 (1914); Z. physik. Chem. 109, 
305 (1924); R. A. Morton, J. Chem. Soc. 1926, 719. 

Herr G. J. Schuringa hat in unserem Laboratorium das Maximum in 
Chloroform bei 248 mu gefunden. 
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II. Molekularformel und Nachweis der Carboxyl- BB 
bzw. Carbomethoxygruppe , oO 




























In der 1. Mitteilung’*) tber Biotin wurde erwihnt, daf ein F 4, 
hochaktives Rohprodukt Stickstoff enthielt, aber frei war von * 
Schwefel und Phosphor. Unsere Annahme!4*- 1»), daB dasselbe 
auch fiir das Krystallisat zu bestitigen sein wiirde, hat sich nicht J; 
erfillt. Wie im Jahre 1937 bereits kurz mitgeteilt wurde?*), 
enthalt Biotin-methylester neben Stickstoff auch Schwefel; offen- ie 
sichtlich hatten wir seinerzeit zu wenig Material geopfert bay. § 
die Empfindlichkeit des Mikronachweises itiberschitzt. Bi 


Fiir die quantitativen Analysen wurden Priparate verwendet, — y 
welche 2mal aus Mesityloxyd, sowie 1mal aus Chloroform—Petrol- Jy 
ither umkrystallisiert und bei 80° im Hochvakuum iiber P,O. § 
getrocknet waren. . Vv 


Analysen yon Dr. Schoeller, Berlin: ; ou 


2,740, 3,099 mg Subst.: 5,145, 5,815 mg CO,, 1,740, 1,970 mg H,O. — 
1,695 mg Subst.: 0,165 eem N, (26,5°, 744 mm). , u 


Analysen von Dr. Roth, Heidelberg: 
2,635 mg Subst.: 0,246 cem N, (26,5°, 746mm). — 3,067 mg Subst.: 
2,47 mg BaSQ,. 
C,,H,,0,N.8 (258,2) Ber. C 51,12 H 7,02 N 1084 S 12,40 
Gef. ,, 51,21 oe ,», 10,86 », 11,06 d 
Ree oe » 10,63. 


Wie erwihnt, enthalten die fiir die Analysen verwendeten 
Praparate noch Spuren einer bei 240 mu absorbierenden Ver- 
unreinigung. Unter der Annahme, da8 es sich hierbei um Mesityl- 
oxyd handelt, haben wir zur Kontrolle berechnet, ob dann die 
Analysenergebnisse unzuverlaissig wiirden; dies ist jedoch nicht 
der Fall. Mit B. Ténnis wurde friher in orientierenden Ver- 
suchen das Molekulargewicht durch Bestimmung des Diffusions- 
koeffizienten auf biologischem Wege festgestellt, wobei Werte um 
200 gefunden wurden. Durch die geringe Lislichkeit von Biotin- 
methylester in den fiir eine Molekulargewichtsbestimmung nach 
Rast in Betracht kommenden Stoffen haben wir noch keine exakte 
3estimmung ausfiihren kénnen. Es besteht jedoch kein Grund, 
das Molekulargewicht von 258, das sich auf Grund des Schwefel- 
gehalts als Minimalwert berechnet, nicht fiir richtig zu halten; 
die Eigenschaften des Wirkstofis sprechen nicht fiir ein Mebr- 
faches der kleinsten Formel. 


+ 
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Titrationen. Wihrend Biotin beim Aufarbeitungsgang aus 
Chloroformlésungen nicht durch Salzsiiure auszuschiitteln ist, ge- 
lingt dies nach vorheriger Behandlung mit Methanol-HCl-Lésung. 
Offensichtlich wird hierbei eine im urspriinglichen Wirkstoff vor- 
handene Carboxylgruppe durch Veresterung, Bildung eines Lac- 
tons oder eventuell eines Lactams ausgeschaltet. Zur Priifung 
dieser Frage haben wir zuniichst untersucht, ob das von uns 
isolierte Derivat so stark basisch ist, daB es unmittelbar mit Siure 
titriert werden kann. Dies ist nicht der Fall; in einer Methanol- 
lisung verursachen bereits die ersten Tropfen Salzsiure einen 
Umschlag des Indicators (Methylrot). Bei einem Vergleichsversuch 
yerhielt sich der Methylester von f-Indolylessigsiure ebenso, wih- 
rend Tyrosin-methylester 1 Aquivalent Siiure bindet. 

Nun wurde das Verhalten des Derivats bei der alkalischen 
Verseifung studiert; eine Lésung von 1,455 mg in 1 ccm Methanol 
und 5 cem Wasser haben wir mit 2,27 ccm 0,01 n-Natronlauge 
d. i. etwa 4 Aquivalente) versetzt, 15 Minuten auf 70° erwiirmt 
und nach dem Abkiihlen die iiberschiissige Lauge mit Phenol- 
phthalein als Indicator zuriicktitriert; hierbei wurden 1,70 ccm 
0,01 n-HCl verbraucht. 

Fiir 1 COOH Ber. 18,44 Gef. 18,64. 


Kine 2. Titration mit geringerem Laugeniiberschu8 gab fast 
den gleichen Wert; die Esterbindung wird also schon durch sehr 
verdiinnte Lauge bei 70° quantitativ hydrolysiert. Unter diesen 
Umstiinden war es nicht von vornherein ausgeschlossen, daf die 
beobachtete geringe Basizitaét in Wirklichkeit durch eine rasche 
Verseifung des ,,Esters“ vorgetiiuscht wird. Wir haben deshalb 
eine Lésung von 1,170 mg in 1 ccm Methanol und 5 ccm Wasser 
mit der oben erwihnten Lauge und Phenolphtalein direkt titriert. 
Die Lésung zeigte jedoch schon bei Zusatz des ersten Tropfens 
alkalische Reaktion, in neutralem Milieu trat auch nach 24 Stunden 
und bei kurzem Aufkochen keine merkliche Hydrolyse auf. 

Durch die Isolierung des Hydrolysenprodukts und durch eine 
Methoxylbestimmung konnte schlieBlich aufer: Zweifel gestellt 
werden, daB unser Krystallisat kein Lacton, sondern einen Methyl- 
ester darstellt. 


Darstellung von Biotin durch saure Verseifung des 
Methylesters. 20mg Ester wurden in 10ccm 0,1n-HCl 
30 Minuten auf 70° erwiirmt. Nach Eindunsten der Lisung im 
Vakuum iiber P,O, und Natronkalk erhielten wir einen aus feinen 
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Niadelchen bestehenden Riickstand. Dieser wurde in Wasser ge. 
lést, die Lésung filtriert und zur Entfernung eventuell noch vor. 
handener Salzsiure neuerdings zur Trockne gedampft. Hieranf 
haben wir den krystallinischen Riickstand unter Erwirmen jy 
5 ccm Wasser gelést; beim Abkiihlen krystallisierte Biotin in 
schénen Nidelchen aus, die nach Abfiltrieren und Auswaschen 


mit etwas Wasser im Vakuum iiber P,O; getrocknet wurden. 
Ausbeute 14,1 mg; Schmelzpunkt unter dem Mikroskop 216°. Die ' 
Aktivitit war gleich jener des Methylesters; dieser wird offen- 
sichtlich wahrend der Titration enzymatisch gespalten °). 


Das Krystallisat stellt kein Hydrochlorid dar; es ist schlecht 

lislich in Wasser, unldslich in Chloroform, Ather oder Petrolither, 

Bei der Titration verbrauchten 1,290 mg Biotin (in 5 ccm Wasser 

gelést), 0,499 com 0,01 n-NaOH mit Phenolphtalein als Indicator, 
Ber. COOH 18,44 Gef. COOH 17,40. 


Da bei der sauren Verseifung also in der Tat ein Produkt 
entstanden ist, das unmittelbar ein Aquivalent Lauge neutralisiert, 
kann es sich bei dem neutralen Ausgangsstoff nicht um ein 
y-Lacton handeln: In Anbetracht der Kostbarkeit des Materials 
haben wir vorliufig davon abgesehen, die Formel C,,H,,0,N,S, 
welche sich aus der Zusammensetzung des Methylesters fiir Biotin 
ergibt, durch besondere Mikroanalysen zu belegen. Dagegen wurde 
noch die Anwesenheit einer Methoxylgruppe im Ester durch eine 
Mikro-Zeisel-Bestimmung sichergestellt. 

Methoxylbestimmung. Nachdem wir bei Kontrollanalysen, 
die mit etwa 1 mg Substanz (Vanillin und f-Indolyl-essigsiure- 
methylester) ausgefiihrt wurden, unter Beriicksichtigung der von 
A. Friedrich!) angegebenen Korrektur sehr befriedigende Werte 
erhalten hatten, haben wir Biotin-methylester in gleicher Weise 
analysiert. 

1,024 mg Subst.: 0,852 + 0,06 = 912 mg AgJ. 

Ber. fiir 1 OCH, 12,02 Gef. 11,77. 

®) Vgl. hierzu die interessante Beobachtung von E. F. Méller, diese 
Z. 260, 246 (1939); hiernach zeigte sich bei einem von uns iiberlassenen 
Priiparat von Biotin-methylester, dab Streptobacterium plantarum nicht be- 
fiihigt ist, Biotinmethylester ohne weiteres zu spalten. Nach vorheriger 
Verseifung mit 0,25 n-H,SO, konnte dagegen ein ausgepriigter Effekt aut 
Wachstum und Siiuerung festgestellt werden. Nach E. F. Méller ist Biotin 
auch fiir die Milchsiurebakterien der bisher aktivste Wuchsstoff. [Vgl. hierzu 
Angew. Chem. 53, 207 (1940)]. 

0) A. Friedrich: Die Praxis der quantitativen organisehen Mikro- 
analyse, Deuticke, Leipzig und Wien 1933, S. 141. 
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Der Ester besitzt also auBer der Carbomethoxygruppe kein 
anderes Methoxyl und auch keine bei den Reaktionsbedingungen 
durch Jodwasserstofisiure zu spaltende CH,-S-Gruppe. 


III. Hydrolytischer Abbau 


) Kinwirkung von Alkali. Die fiir die erste+Carboxyl- 
Titration verwendete Lésung (urspriinglich 1,455 mg Biotinester) 
wurde zur Trockne gedampft und der Riickstand mit 5 ccm 
0,1 n-NaOH unter N, auf 80° erwirmt. Von Zeit zu Zeit wurde 
aus der Liésung 0,01 ccm abpipettiert und im Test ausgewertet. 





Alkali Stunden Songerenae %/, Aktivitit 
Q,1 n. 7 80 ’ 100 
1 on 10,5 80° 100 
2 0. 2,0 100° 100 
2 on. 2 120° 70 
2 on. 5 120° 55 
2 nN. l 140° dD 
2 on. 2 150° 30 











Bei den letzten Proben wurde mit Bleiacetat auf Sulfidionen 
gepriift; es war jedoch keine Abspaltung von Schwefel festzustellen. 

Der Rest der Versuchslésung wurde eingedampft, der Riick- 
stand mit absolutem Methanol ausgezogen und mit Pikrolonsiure- 
baw. Pikrinsiurelésung versetzt. Es entstanden Niederschlige, die 
fiuBerlich sehr den bei der Siiurespaltung erhaltenen Fillungen 
lichen. 

b) Einwirkung von Siiure. Die fiir die zweite Carboxyl- 
Titration verwendete Lésung (urspriinglich 1,170 mg Biotinester) 
wurde eingedampft und der Riickstand nacheinander der Kinwir- 
kung von Salzsiure zunehmender Konzentration bei steigenden 
Temperaturen unterworfen. 


























Siiure ‘Centon Temperatur "le » Aktivitat 
5 cem 59), 2 100° “100 
10 eem 10°/ 1,5 125° 100 
0,6 cem (s = "1 ,19) 1 180° 15 
2 cem (s = 1.19) 1 200—210° fast inaktiv 


Nach Entfernung der Salzsiure im Vakuum wurde der Riick- 
stand in Wasser gelist; wihrend mit gesattigter Pikrinsiure- 
lisung eine aus gelben Oltrépfchen bestehende Fillung entstand, 
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gab eine Lésung von Pikrolonsiure einen reichlichen mikro. 
krystallinen Niederschlag. Dieser lieS sich aus Wasser um- 
krystallisieren; der Stoff bildet gelbe ,,Morgensterne“, die sich 
von 150° ab allmahlich briunen und bei 240—258° eine dunkle 
Schmelze bilden. 


c) Siurespaltung. 24,4 mg Biotin-methylester wurden in 
12,2 ccm Salzsiure (1,19) 1 Stunde auf 200—205° erhitzt. Hierbei 
trat eine geringfiigige Verkohlung auf; nach Entfernung der Salz- 
siure wurde der von Krystallen durchsetzte Riickstand in Wasser 
gelést und nach Abfiltrieren der dunklen Flocken eine gesittigte 
Pikrolonsiurelésung zugesetzt. Der gelbe Niederschlag (36,6 mg) 
wurde 2mal aus Wasser umkrystallisiert und im Vakuum iiber 
P,O, getrocknet. 

3,710 mg Subst.: 6,38 mg CO,, 1,53 mg H,O. — 2,244 mg Subst.: 
0,356 eem N, (23°, 761 mm). — 4,411 mg Subst.: 1,47 mg BaSO, (Hubers, 
Amsterdam). 

C,H,,0,N.8 + 2 C,,H.O;N, 
Ber. C 46,62 H 4,59 N 18,77 S 4,30 
Gef. ,, 46,90 », 4,61 », 18,32 » 4,08. 


d) Bestimmung der Aminogruppen im Abbauprodukt. 
Da die zur Verfiigung stehende Menge des Siureabbauprodukts 
sehr gering war und es bei der iiblichen Ausfiihrung der Mikro- 
van Slyke-Analyse schwierig ist, das Reaktionsprodukt annihernd 
quantitativ zu isolieren, haben wir die Arbeitsweise zweckent- 
sprechend geindert. Die Reaktion wurde in einem Rundkdélbchen 
von 5 ccm Inhalt ausgefiihrt, das mit einem kleinen ,,Kaliapparat* 
(mit alkalischer KMnO,-Lésung gefiillt) und anschlieBend mit 
einem Azotometer verbunden war, wie dies bei der Mikro- 
Dumas-Bestimmung verwendet wird. 

Die Substanz wurde in 1 ccm KEssigsiure (1:1) gelést, die 
Apparatur mit CO, luftfrei gemacht (Mikrobliischen im Azoto- 
meter) und aus einem Tropftrichter 1 ccm einer 30°/ igen NaNO,- 
Lésung zugefiigt. Den entwickelten Stickstoff und die nitrosen 
Dimpfe haben wir dann mit Hilfe der Kohlensiiure durch die 
alkalische KMnO,-Lésung (Zusammensetzung wie bei van Slykes 
Originalmethode) und weiter zum Azotometer geleitet. Von der 
Zugabe der Nitritlésung ab gerechnet dauerte eine Bestimmung 
30 Minuten; unmittelbar vorher wurde durch die bereits luftfreie 
Apparatur 30 Minuten CO, geleitet und das Volumen der Mikro- 
blischen bestimmt, das dann spiiter in Rechnung gebracht wird. 
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Die Kontrollanalysen und die Bestimmung der primiren 
Aminogruppen im Abbauprodukt von Biotin hatten folgendes Er- 
gebnis: 

1-Leucin. 6,7 mg Subst.: 1,40—0,20 cem N, (18°, 768 mm). — 5,4 mg 
Subst.: 1,153—0,05 cem N, (20°, 767 mm). 

Fiir 1 NH, Ber. N 10,69 Gef. N 10,40, 11,74 
entsprechend 0,97 und 1,10 NH,. 

6-Alanin. 3,9 mg Subst.: 1,14—0,05 eem N, (19°, 761 mm). 

Fiir 1 NH, Ber. N 15,73 Gef. N 16,04 
entsprechend 1,02 NH,. 


Siureabbauprodukt von Biotin. 17,3 mg umkrystalli- 
siertes Pikrolonat wurden in 5 com Wasser suspendiert und nach 
Zugabe von einigen Tropfen Salzsiure in der iiblichen Weise mit 
Wolle zerlegt!!). Nach Eindunsten der nahezu farblosen Filtrate 
im Exsiccator erhielten wir 7,2 mg eines weiBen krystallinischen 
Riickstands, der jedoch noch durch Spuren eines gelben Ols ver- 
unreinigt war; die theoretische Ausbeute betrigt fiir ein Dihydro- 
chlorid 6,7 mg, entsprechend 5,05 mg der freien Saure. 

5,0 mg C,H,,0,N,S: 1,33—0,08 cem N, (22°, 761 mm). 

Fir 2 NH, Ber. N 12,84 Gef. N 14,19 
entsprechend 2,21 NH,-Gruppen. 

Offensichtlich liegen also die beiden N-Atome des Abbau- 
produktes in Form primirer Aminogruppen vor. 


IV. Uher die Funktion der Heteroatome und die Natur 
des Ringsystems 


Von den drei Sauerstoffatomen des Biotins bzw. seines Esters 
sind zwei in einer Carboxylgruppe enthalten; da mit Semicarbazid 
und p-Nitrophenylhydrazin keine Derivate entstehen, kann fir 
das dritte Sauerstoffatom eine Aldehyd- oder Ketogruppe aus- 
geschlossen werden. Uber seine Bindungsweise gab der oben 
beschriebene Siureabbau AufschluB, der zu einer Verbindung der 
Formel C,H,,0,N,S fiihrte; diese leitet sich von Biotin durch 
Austausch eines CO-Restes gegen 2 H-Atome ab. Wéahrend der 
Ausgangsstoff nur sehr schwach basisch ist und mit Pikrinsiure, 
Pikrolonsiure u.s.f. keine Fiallungen gibt, Jiefert das Abbau- 
produkt ein Dipikrolonat, das in seinen Kigenschaften an die 
analogen Derivate von Diaminen erinnert. Offenbar liegt das 


1) Vgl. H. Miller, Diese Z. 207, 209 (1932). 
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3. Sauerstoffatom in einer Harnstoffgruppierung vor, und zwar 
mu8 diese einem Ring angehéren, da das Molekil andernfalls 
in kleinere Abbauprodukte gespalten werden miiBte: 


mi Hy 
~ HH” 
O=C OC,H,,0,8 —> C,H,,0,8 
H 
N SN 
H’ HZ 


In der Tat zeigen gewisse gesiittigte cyclische Harnstofi- 
derivate eine bemerkenswerte Bestindigkeit gegen Laugen und 
Saiuren. Wahrend Athylen-harnstoff beim Kochen mit konzentrierter 
Salzsiiure vollstindig in Diaminoithan und Kohlendioxyd ge- 
spalten wird!*), zeichnen sich die entsprechenden Sechsringe durch 
ihre auBerordentliche Resistenz bei der Einwirkung hydroly- 
sierender Agentien aus. So wird Methyl-trimethylen-harnstoff 
(4-Methyl-2-oxo-pyrimidin-hexahydrid!*)] durch kochende Lauge 
nicht angegriffen, bei 130° konnten nur Spuren einer fliichtigen 
Base abdestilliert werden. Auch beim Erhitzen mit konzentrierter 
Salzsiure auf 140° tritt keine Spaltung ein; diese laBt sich erst 
bei einer Temperatur von 200° herbeifiihren. Wie man sieht, 
stimmen diese Verhiltnisse weitgehend mit den Erfahrungen 
iiberein, die wir beim hydrolytischen Abbau von Biotin gemacht 
haben. Hiernach scheint die Annahme gerechtfertigt, 
Biotin als Derivat von Trimethylen-harnstoff aufzufassen. 


Beziiglich der Funktion des Schwefelatoms lassen sich vor- 
liufig folgende Aussagen machen. Biotin-methylester liefert keine 
Cuproverbindung oder ein anderes, als Mercaptid aufzufassendes 
Derivat; mit Lauge wird kein Schwefelwasserstoff abgespalten und 
endlich ergab sich auch kein Anhaltspunkt fiir den reversiblen 
Ubergang einer SH- Verbindung zu einem dimolekularen S-—%- 
Derivat. Hiernach darf die Anwesenheit einer Thiolgruppe als 
sehr unwahrscheinlich gelten. Da fiir eine SO-, SO,- oder eine 
SO,H-Gruppe keine Sauerstoffatome zur Verfiigung stehen und 
auch eine Thio- bzw. Thionsiure (—~CO-SH oder —CS- OH) 
nach dem ganzen Verhalten kaum in Frage kommt, diirfen wir 
per exclusionem auf die Anwesenheit einer Thioithergruppe 
schlieBen. 





J. Tafel u. L. Reinde, Ber. chem. Ges. 34, 3288 (1901). 
J. Tafel u. A. Weinschenk, Ber. chem. Ges. 33, 3380 (1900). 


42) 
48) 
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Aus der Zahl der Wasserstoffatome im Biotinmolekiil ist zu 


“folgern, daB entweder ein Ring und eine Doppelbindung oder 


zwei Ringe vorhanden sein miissen. Biotin-methylester gibt mit 
Tetranitromethan?4) in alkoholischer Lésung eine Gelbfairbung, 
ferner wird eine alkalische KMnO,-Lésung unter Braunstein- 
abscheidung entfarbt; beide Reaktionen sind jedoch auf die Thio- 
ithergruppe zuriickzufiihren. Bei der katalytischen Hydrierung 
0,325 mg Biotinester in 2 ccm absolutem Methanol, Platinoxyd- 
katalysator nach W. Bruce?) blieb die Aktivitét unveriindert, 
dagegen hatte der analoge Versuch in Hisessiglésung einen Riick- 
gang der physiologischen Wirksamkeit zur Folge. Dieser ist 
miglicherweise auf eine Acetylierung'*) an den Stickstoffatomen 
zuriickzufiihren. Obschon diese Versuche noch kein sicheres Ur- 
teil erlauben, haben wir die Anwesenheit zweier Ringe von 


| Anfang an fiir wahrscheinlicher gehalten; spiter hat sich diese 
| Annahme als richtig erwiesen. 


Anhang 


Darstellung von Biotin(-methylester) aus Hiihnereigelb 
Der Reinigungsgang stimmt in den ersten Stufen praktisch iiber- 


ein mit der friiher beschriebenen Arbeitsweise!), In der folgenden 


Beschreibung der Biotin-Darstellung geben wir daher bei diesen 


Stufen nur einige Ergiinzungen an. Die Angaben iiber die Aus- 


beuten und die Aktivitiiten stellen Mittelwerte dar; im allgemeinen 
weichen die Ergebnisse bei den einzelnen Chargen von 100 kg 
jedoch nicht wesentlich von einander ab. 

1. Kaltextraktion. Der aus 100kg Eigelb erhaltene Kalt- 


| extrakt (4 kg) enthalt insgesamt nur etwa 4-108 SE. 


2. HeiBextraktion. 1000 Liter des in der Hitze gewonnenen 
Extrakts werden auf etwa 50 Liter konzentriert; die gelbe Emulsion 
enthalt etwa 3 kg Trockensubstanz mit einer Aktivitit von etwa 
84-105 SE pro Gramm, also insgesamt 2,5-109 SE entsprechend 
100 mg Biotin. 

Herrn Dr. F. Schultz verdanken wir den Rat, kurz vor dem 
Filtrieren etwas Kisessig (0,5 ccm pro Liter) zuzufiigen, wodurch 


‘) Nach einem Versuch von Herrn Dr. de Man. 

®) Am. Soe. 58, 687 (1936). 

') Bei den friiher mit Ténnis ausgefiihrten Acylierungsversuchen '>) 
sind die Acylreste offensichtlich ebenfalls an die N-Atome getreten; durch 
Verseifung konnte die aktive Substanz regeneriert werden. 
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die Filtration erleichtert wird. Der konzentrierte Extrakt wurde 
dann neutralisiert. 


3. Acetonfallung. Nach einigen Stunden lift sich eiy 
groBer Teil der Lésung abhebern, so da nur der Rest zentri- 
fugiert werden mu. Der auf 10 Liter konzentrierte Extrakt ent. 
halt 1,9 kg Trockensubstanz mit einer Aktivitiit von 1,2-10° Sk 
pro Gramm, insgesamt also 2,3-10® SE. Anreicherung ungefibhr 
50 fach. 

4. Alkoholfallung. Der Acetonextrakt wird unter gutem 
Riihren allmahlich mit dem 4fachen Volumen absoluten Alkohols 
versetzt. Die Fallung kann durch Dekantieren vom Extrakt ge. 
trennt werden. Der auf etwa 8 Liter konzentrierte Auszug ent- 
halt 1,3 kg Trockenmaterial mit einer Aktivitit von 1,7-10° SE 
pro Gramm, insgesamt also 2,2-10°SE. Anreicherung etwa 70 fach. 


5. Bleisalzfaillung. Der eingedampfte Alkoholextrakt wird 
mit Wasser auf 30 Liter gebracht und unter Rihren mit einer 
Lésung von neutralem Bleiacetat (1,2 kg in 3 Liter Wasser) ver- 
setzt. Nach dem Abzentrifugieren wird der Extrakt bis zur alka- 
lischen Reaktion gegen Lackmus mit Ammoniak versetzt und 
neuerdings zentrifugiert. Die waBrige Lésung wird mit Salzsiiure 
neutralisiert und nach der Sulfidfallung auf 10 Liter konzentriert. 
Trockensubstanz etwa 1,1 kg; Aktivitiit 1,8-10° SE pro Gramn, 
also insgesamt 2-10° SE. Anreicherung etwa 70 fach. 


6. Erste Kohleadsorption. Das Filtrat der Sulfidfallung 
wird mit 100 g Tierkohle (Merck) versetzt und kriftig geriihrt. 
Nach 15 Minuten wird die Kohle abfiltriert, mit wenig Wasser 
ausgewaschen und hierauf das Filtrat in gleicher Weise neuer- 
dings mit 100 g Kohle behandelt. Der Biotingehalt des letzten 
Filtrats wird kontrolliert und im Bedarfsfall noch eine 3. Adsorption 
vorgenommen. Zur Elution werden die beiden Kohlefraktionen 
vereinigt und wihrend 30 Minuten mit 2 Liter Aceton—Ammoniak 
(1,2 Liter Aceton, 50ccm 20°/,igem Ammoniak und 750 ccm Wasser) 
geriihrt. Nach dem Abfiltrieren wird diese Behandlung noch 2 mal 
wiederholt, die 3 Eluate vereinigt und eingedampft. 110 g Trocken- 
substanz mit einer Aktivitit von 18-10° SE pro Gramm, also ins- 
gesamt 2,0-10° SE. Anreicherung etwa 700 fach. 

7. Phosphorwolframsiurefillung. Das von der Kohle 
eluierte Produkt wird in 110 ccm 5°/,iger H,SO, gelést und unter 
Schiitteln mit einer Lésung von 200 g Phosphorwolframsiiure in 
200 cem 5°/, iger H,SO, gefallt. Der Niederschlag wird mit wenlg 








W 
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verdiinnter H,SO, ausgewaschen, auf dem Filter gut abgepreBt 
und zur Zerlegung in einem Mérser nach Zusatz von etwas Baryt- 
wasser mit tiberschiissigem festem Baryt verrieben. Nach dem 


| Abfiltrieren wird die gleiche Behandlung so oft wiederholt, bis 


das Filtrat nur mehr schwach gelb gefirbt ist. Bei dieser, eben- 
fulls von Herrn Dr. F. Schultz empfohlenen Arbeitsweise treten 
fast keine Verluste auf, wiihrend bei der friiher angewandten 
Methode aktives Material von Bariumphosphorwolframat  ein- 
geschlossen wurde, 

Die Filtrate werden nach Entfernung des iiberschiissigen 
Baryt als Bariumsulfat im Vakuum zur Trockne gedampft. 

35 g Riickstand von 48-10° SE pro Gramm, insgesamt also 
1,7-10° SE. Anreicherung etwa 2000 fach. 

8. Extraktion mit absolutem Alkohol. Das in der 
vorigen Stufe erhaltene Produkt wird mit 350 ccm absolutem 
Alkohol versetzt und mit Porzellankugeln geschiittelt. Die nach 
Abfiltrieren und Auswaschen erhaltene Liésung, welche fast das 


gesamte Biotin enthalt, wird eingedampft. 19,5 g Riickstand mit 


einer Aktivitit von 84-107 SE pro Gramm; insgesamt also 
1,6-10° SK. Anreicherung etwa 3400 fach. 

Die friiher hierauf folgende Sublimatfallung haben wir auf- 
vegeben. 

9. Zweite Kohleadsorption. Das Produkt der Stufe 8 
wird in 15 Teilen Wasser gelést und 15 Minuten mit einem 
halben Gewichtsteil Kohle geschiittelt. Nach Abfiltrieren und Aus- 
waschen mit wenig Wasser eluieren wir 3mal je 30 Minuten mit 
10 Teilen Aceton—Ammoniak. Die beiden ersten Eluate werden 
vereinigt und eingedampft. 


a) Filtrat . . . . 165g; Akt. 1,2-107SE prog; insgesamt 2-10° SE 
b) l.u.2.Eluat . 4,7g; ,, 30-107 SE prog; 2 1,4-10° SE 
¢) 3. Eluat ... 02g; ,, 2,4-107SE prog; - 4,8-10® SE 


Die friiher hierauf folgende Wiederholung der Phosphor- 
wolframsiurefallung haben wir spiater ebenfalls weggelassen. 

10. Erste Veresterung. Das Praparat 9b wird mit 100 ccm 
1,5°/,iger Methanol—HCl-Lisung zur Trockne gedampft und der 
Riickstand in 15 ccm Wasser aufgenommen. Hierauf schiitteln 
wir erst mit 10 ccm und dann noch 9mal mit je 5 ccm Chloro- 
form aus; die vereinigten Chloroformextrakte werden nun 15 mal 
mit je etwa dem halben Volumen 3n-Salzsiure ausgeschiittelt 
und schlieBlich der Salzsiureextrakt eingedampft. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 269 6 
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a) WiiBrige Schicht 3,2 g; Akt. 6-10’ SE pro g; insgesamt 2,0-10° SE 
b) HCl-Extrakt . . O0,86g;  ,, 1,4-10° SE pro g; a 1,2-10° SE 
c) CHC],-Schicht . 1,0 g;  ,, 5-107 SE pro g; os 0,5-10° SE 
Anreicherung von 10b: ungefiihr 58000 fach. 
An Stelle der friiher angewandten Fallung mit Brompikrolon- 
siiure hat sich eine Wiederholung der Veresterung bewihrt. 


11. Zweite Veresterung. Priaparat 10b wird nach griind- 
lichem Trocknen neuerdings mit 20ccm 1,5°/,iger Methanol—HCl- 
Lisung 1 Stunde gekocht und dann zur Trockne gedampft. Der 
Riickstand wird in wenig absolutem Methanol gelést, zur voll- 
stiindigen Entfernung des iiberschiissigen Chlorwasserstoffs neuer- 
dings abgedampft und dann mit je 10 ccm Wasser und Chloroform 
versetzt. Die Chloroformschicht schiitteln wir zuerst 2mal mit 
dem gleichen Volumen Wasser und dann 10 mal mit je 10 ccm 
3 n-HCl aus. Nach Kindampfen ergibt sich folgende Fraktionierung: 

a) WiBrige Schicht 0,42 g¢; Akt. 8-10°SE pro g; insgesamt 3,4-10° SE 
b) HCl Extrakt . . 0,32g;  ,, 2,5-10° SE pro g; - 8,0-10° SE 
c) CHC),-Schicht . 0,15 g;_ ,, 7,2-10° SE pro g; “4 1,1-10° SE 

Anreicherung von 11b: 100000 fach. 

12. ,Esterbase“. Priparat 11b wird mit 10 ccm Methanol- 
HCl-Lésung wie vorhin verestert, der nach dem Kindampfen er- 
haltene Riickstand in 5 com Wasser aufgenommen und bis zur 
alkalischen Reaktion auf Lackmus festes Natriumbicarbonat zu- 
gefiigt. Zur Gewinnung der Esterbase schiitteln wir dann 5 mal 
mit dem gleichen Volumen Chloroform aus. 

CHCI,-Extrakt . . 0,3 g; Akt. 2,5-10°SE pro g; insgesamt 7,5-10° Sk 

Anreicherung 100000 fach. 

Die wiBrige Schicht wird mit Salzsiiure angesiiuert, ein- 
gedampft und der Riickstand mit absolutem Alkohol extrahiert: 


die entsprechenden Ausziige aus verschiedenen Chargen werden 
vereinigt und in geeigneter Weise neuerdings aufgearbeitet. 


13. Kurzweg-Destillation. Priparat 12 stellt einen 
braunen Sirup dar, aus dem bei langerem Stehen gewdhnlich 
ein groBer Teil des darin enthaltenen Biotin-methylesters aus- 
krystallisiert. Durch Behandlung mit Mesityloxyd haben wir 
einige Male das aktive Krystallisat unmittelbar isolieren kénnev. 
Da die Ausbeute hierbei jedoch sehr bescheiden ist, verwenden wir 
praktisch immer das sichere Verfahren der ,,.Kurzweg-Destillation“. 

Kine Lisung von 150—200 mg Esterbase wird im Destillations- 
gefiB eingedampft und der Riickstand gut getrocknet. Hieraui 
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wird die Apparatur mit einer Quecksilber-Diffusionspumpe evakuiert 
und in das mit Alkohol beschickte KiihlgefiB feste Kohlensiure 
eingetragen. Nachdem der Druck auf 0,0005—-0,001 mm gesunken 
ist, wird der fiir die Zirkulation des Kihlalkohols dienende 
HeiBbluftmotor in Betrieb gesetzt. Sobald die Temperatur der den 
Kiihler verlassenden Fliissigkeit — 50° betriigt, wird das Olbad 
langsam auf 105° erwirmt und eine 1/, Stunde auf dieser Tem- 
peratur gehalten, wobei der Vorlauf iiberdestilliert. Nunmehr wird 


das Bad entfernt und — nachdem das DestillationsgefiB auf 
Zimmertemperatur abgekiihlt ist — die Vakuumpumpe und der 


Zirkulationsmotor ausgeschaltet, wobei aber die Apparatur selbst 
mit Hilfe eines Dreiweghahns unter Vakuum zu halten ist. Letzteres 
wird erst aufgehoben, nachdem der Kiihler Zimmertemperatur er- 
reicht hat. Nach Entfernung des Destillierkolbens wird der Kihler 
etwas geneigt und das Destillat mit Hilfe von Chloroform ab- 
gespilt. Der nach dem Abdampfen erhaltene hellgelbe Sirup ent- 
hilt nur sehr wenig Biotin-methylester. Auf die gleiche Weise 
wird jetzt bei einer Badtemperatur von 150—155° im Laufe 
1 Stunde die 1. Hauptfraktion iiberdestilliert. Dieses Destillat 
kondensiert sich am Kiihler als schwach gelbliche sirupése Schicht, 
die nur selten unmittelbar krystallisiert. Die durch Abspiilen mit 
Chloroform erhaltene Lisung ergibt jedoch nach dem Kindampfen 
im Exsiccator ein weitgehend durchkrystallisiertes Produkt. 

Da die oberen Schichten des Destillationsriickstands an 
Biotin-methylester verarmt sind, hat es sich bewihrt!"), fiir die 
Gewinnung einer 2.Fraktion das Material erst in etwas Chloroform 
aufzunehmen und wieder abzudampfen. MHierauf wird 1 Stunde 
bei einer Badtemperatur von 155—160° destilliert. Der letzte 
Riickstand von verschiedenen Destillationen wird gesammelt und 
die Chloroformlisung mit 3 n-HCl ausgeschiittelt, wobei die aktive 
Substanz fast ganz in die Salzsiure iibergeht. Die in der iiblichen 
Weise dargestellte Esterbase ist fiir eine neue Destillation geeignet. 

Die beiden Hauptfraktionen enthalten etwa 80°/, des in den 
rohen Esterbasen yorhandenen Biotin-methylesters im 5. ‘Teil der 
eingesetzten Substanzmenge. 

14. Krystallisation. Der durch Abdampfen der Chloroform- 
léisungen erhaltene krystallinische Riickstand wird mit einigen 


7) In dieser Beschreibung sind bereits die Erfahrungen beriicksichtigt, 
welche die Herren Dr. Th. J.de Man und J. H. Verbeek in den beiden 
letzten Jahren bei weiteren Aufarbeitungen gemacht haben. 

6" 
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‘Tropfen frisch destilliertem Mesityloxyd angerieben. Die dligen 
Begleitstoffe werden hierbei leicht gelést, wihrend die Krystall- 
nadeln fast unangegriffen bleiben. Mit Hilfe einer feinen Capillare 
wird die Lisung abgesogen und dann die zuriickbleibenden 
Krystalle mit méglichst wenig Mesityloxyd bei etwa 80° gelést. 
Nach dem Abkiihlen entsteht alsbald ein Krystallbrei, aus welche 
die braune Mutterlauge wie vorhin abzusaugen ist. Die noch etwas 
gelblich gefirbten Nidelchen werden in Chloroform gelést, dic 
Lésung filtriert und eingedampft. Der Riickstand wird neuerdings 
aus wenig Mesityloxyd umkrystallisiert, die Mutterlauge wieder mit 
Hilfe einer Capillare abgesogen, dann die Krystalle im Kélbchen 
erst mit etwas Mesityloxyd und hierauf mit Petrolither gewaschen. 
Nachdem die Waschfliissigkeiten entfernt sind, werden die trockenen 
Krystalle in einen kleinen Trichter mit eingeschliffenem Filtrier- 
knopf gebracht und nochmals mit etwas Mesityloxyd angeriihrt. 
Hierauf saugt man ab, wiischt 1 mal mit Mesityloxyd und 2 mal 
mit Petroliither. Biotin-methylester krystallisiert in farblosen 
gliinzenden Nidelchen vom Schmelzp. 158° Die Ausbeute betrug 
anfiinglich etwa 10mg aus 100 kg Higelb, also 10°/, der ur- 
spriinglich vorhandenen Menge; wie erwihnt, konnte sie neuer- 
dings noch gesteigert werden. 


Die vorliegende Arbeit wurde durch das Werk Elberfeld der 
[.G. Farbenindustrie A.G. in mehrfacher Hinsicht sehr getérdert; 
wir méchten hierfiir insbesondere Herrn Prof. Dr. Hérlein, sowie 
Herrn Dr. F. Schultz unseren verbindlichsten Dank aussprechen. 
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Nachweis eines schwefelhaltigen Ringes 


29. Mitteilung iiber pflanzliche Wuchsstoffe!) 
Von 
F. Kég! und Th. J. de Man’) 


Mit 3 Figuren im Text 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Rijks-Universiteit Utrecht) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. April 1941) 


Nach den Ergebnissen der in Gemeinschaft mit L. Pons aus- 
cefiihrten Untersuchung ist Biotin eine Carbonséure der Zusammen- 
setzung C©,,H,,0,N,8; diese Bruttoformel ergibt sich aus den 
Analysen, der Methoxylbestimmung und der Titration des Biotin- 
methylesters. Uber die Bindungsweise des dritten Sauerstoff- 
atoms und der beiden Stickstoffatome erhielten wir durch den 
Abbau mit Saéure niheren AufschluB. Der gegen hydrolytische 
Agentien auffallend bestandige Wuchsstoff wird durch konzen- 
trierte Salzsiure erst bei etwa 200° angegriffen; hierbei entsteht 
eine Diaminosiure der Zusammensetzung C,H,,0,N,S. Der Abbau 
eleicht nach den Reaktionsbedingungen und den Eigenschaften 
von Ausgangsstoff und Reaktionsprodukt weitgehend der Umwand- 
lung von Trimethylen-harnstoff in 1,3-Diamino-propan und Kohlen- 
siure. Wir nehmen hiernach an, daB Biotin ein Derivat von 
T'rimethylen-harnstoff ist; sicher enthalt es jedenfalls eine cyclisch 
gebundene Harnstoffgruppierung. 

Bei der Fortfiihrung der Untersuchung, fiir die 100 mg 
Biotin-methylester zur Verfiigung standen, sind wir von der Er- 
wartung ausgegangen, dai die Kohlenstoff—Schwefel-Bindungen 
ebenfalls eine giinstige Angriffsstelle fiir den Abbau darstellen 
wiirden. In diesem Zusammenhang muBte zunichst sichergestellt 
werden, ob Biotin in der Tat eine Thioithergruppe enthalt, 
wofiir noch kein direkter Beweis erbracht war. Um die An- 


') 28. Mitteilung, Diese Z. 269, 61 (1941). 
*) Vgl. Th. J. de Man, Dissertation, Utrecht, 7. Oktober 1940. 
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wesenheit einer SH- bzw. einer S—S-Gruppe endgiiltig auszu- 
schlieBen, wurden vergleichende Mikrotitrationen mit Permanganat 
ausgefiihrt. Da theoretisch bei einem Mercaptan 3, bei einem 
Disulfid 5 O-Atome (also 2'/, pro Molekiilhalfte) unter Bildung 
der Sulfonsiuren aufgenommen werden kénnen und ein Sulfid 
zur Umwandlung in das Sulfon 2 O-Atome verbraucht, liegen die 
Verhiltnisse fiir die titrimetrische Unterscheidung sehr giinstig. 
In der-Tat fanden wir bei Kontrollversuchen, die mit 2—3 mg 
Cystein-hydrochlorid, Cystin und Thiophan-«-carbonsiure*) aus- 
gefiihrt wurden, den erwarteten Sauerstoffverbrauch. Auch Biotin- 
methylester lieB sich mit 0,02 m-Kaliumpermanganat in soda- 
alkalischer Liésung scharf titrieren, wobei 1,98 bzw. 2,02 und 
2,03 Atome Sauerstoff aufgenommen wurden. Hiernach besteht 
kein Zweifel mehr, daB in Biotin eine Thioithergruppe vorliegt. 
Das Reaktionsprodukt, dem wir der Kinfachheit halber den nicht 
korrekt abgeleiteten Namen ,,Biotin-sulfon“ gegeben haben, ist 
eine gut krystallisierende Verbindung, die bei 268 — 270° schmilzt, 
Um Material zu sparen, haben wir bisher davon abgesehen, 
Biotin-sulfon umzukrystallisieren und der Elementaranalyse zu 
unterwerfen. Die Anwesenheit einer Sulfongruppe steht nach dem 
Verhalten beim Abbau (III. Abschnitt) auBer Zweifel. 


I. Spaltungsversuche mit Jodwasserstoff 


In der Literatur sind verschiedene Beispiele bekannt, wonach 
Thioather durch Jodwasserstoffsiure gespalten werden kénnen‘). 
In der vorhergehenden Mitteilung wurde bereits erwahnt, daf 
bei Biotin unter den Bedingungen der Mikro-Zeisel- Bestimmung 
offenbar kein Alkylrest vom Schwefel abgespalten wird. Man 
muBte jedoch mit der Méglichkeit rechnen, da8B hier schwer 
fliichtige Abbauprodukte entstehen oder die Spaltung erst bei 
hdherer Temperatur erfolgt. Wir haben deshalb die Reaktion 
zunichst bei Vergleichsstoffen studiert, und zwar wurde cis- 
Thiophan-a, «’-dicarbonsiure*) und 0-Thio-di-valeriansaure®) mit 





5) Wir gebrauchen fiir Tetrahydro-thiophen die im Zentralblatt bereits 
verwendete Bezeichnung Thiophan (vgl. Chem. Z. 1938, LI, 3239). 

') Vgl. u. a. D. Baernstein, J. of Biol. Chem. 97, 663 (1932) und 
A. Lacour, Bull. Soe. chim. Belgique 44, 665 (1935). 

’) Dargestellt nach A. Freda, J. prakt. Chem. (2) 150, 124 (1938). 

6) In unserem Laboratorium von Herrn J. Boerma nach der Methode 
von J. M. Lovén [J. prakt. Chem. (2) 29, 367 (1884); Ber. chem. Ges. 29, 
1133 (1896)] aus 6-Brom-valeriansiure dargestellt. Die Verbindung schmolz 
bei 94—95°. 
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Jodwasserstoffsaure (1,96) 2 Stunden auf 180° erhitzt. Unter Ab- 
spaltung von H,S entstand hierbei Adipinsiure bzw. 0-Jod- 
yaleriansdure; letztere wurde als p-Phenylphenacylester isoliert. 
Um auch das Verhalten eines Harnstoffrings unter diesen Reak- 
tionsbedingungen kennenzulernen, haben wir 4-Methyl-trime- 
thylen-harnstoff der gleichen Behandlung unterworfen. Das als 
Dipikrat zu isolierende Spaltprodukt war identisch mit dem durch 
Salzsiureabbau erhaltenen Dipikrat des 1,3-Diaminobutan. 

Nach diesen Vorversuchen wurden 4,8 mg Biotin-methyl- 
ester in derselben Weise mit Jodwasserstoff behandelt. Hierbei 
war kein H,S nachzuweisen, dagegen erhielten wir nach Entfer- 
nung der Jodwasserstoffsiure und Zusatz von Pikrolonsiure eine 
aus ,,.Morgensternen“ bestehende Fiallung, die nach der Klemen- 
taranalyse die Zusammensetzung C,H,,0O,N,S-2C,,H,O,N, auf- 
wies und auch nach den EKigenschaften véllig identisch war mit 
dem friiher bei der gewéhnlichen Saurespaltung gewonnenen Di- 
pikrolonat. Das Schwefelatom ist demnach in Biotin im Gegen- 
satz zu unseren Vergleichssubstanzen sehr fest gebunden. 

Um eine Spaltung am Schwefel zu erzwingen, haben wir in 
drei weiteren Ansitzen die Versuchsbedingungen verschirft. Zu- 
nachst wurden 1,5 mg Biotin-methylester mit HJ (1,96) 2 Stunden 
auf 210° erhitzt; das erhaltene Pikrolonat (2,4 mg) zeigte wiederum 
die gleichen HKigenschaften wie jenes der C,-Diaminosiiure. Als 
im nichsten Versuch die ‘l'emperatur anf 250° und die Reak- 
tionsdauer auf 5 Stunden gesteigert wurde, trat neben Schwefel- 
wasserstoff auch Ammoniumjodid als Reaktionsprodukt auf. Eine 
so weitgehende reduktive Spaltung war unerwiinscht, da bei der 
gegebenen Materiallage gerade die Isolierung eines basischen 
Spaltstiicks am meisten Erfolg versprach. Wir sind deshalb dazu 
iibergegangen, Biotin-methylester mit HJ und rotem Phosphor 
durch zweistiindiges Erhitzen auf 180° abzubauen. Da unter 
diesen Bedingungen auch die Carboxylgruppe reduziert werden 
konnte’), haben wir bei der Aufarbeitung besonders auf die 
eventuelle Bildung eines fliichtigen Amins geachtet. Leider er- 
wiesen sich die fiir den Angriff in Betracht kommenden Gruppen 
unter diesen Bedingungen wieder als véllig resistent, es konnte nur 
das Dipikrolonat der gewéhnlichen C,-Diaminosiure isoliert werden. 

Die auffallige Bestindigkeit der C-S-Bindungen in Biotin 
baw. in der C,-Diaminosiure muB wohl auf den EinfluB der 


’) Vgl. F. Kraft, Ber. chem. Ges. 15, 1687 (1882). 
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Aminogruppen zuriickgefiihrt werden *). Es war daher angezeigt, | 


die Jodwasserstoff-Spaltung auch bei der in der vorigen Mit. 
teilung erwahnten C,-Dioxysiure zu versuchen, die aus der Dia. 


minosiure unter den Bedingungen der van Slyke-Bestimmung | 
entsteht. In der Tat konnten wir bei der Dioxyséure schon } 


nach zweistiindigem Erhitzen auf 180° die Abspaltung von H,S 


nachweisen. Es gelang bei dem mit 9 mg Substanz ausgefiihrten } 


Versuch jedoch nicht, ein anderes Spaltprodukt zu erfassen; wir 
werden in der folgenden Mitteilung auf diesen negativen Befund 
zuriickkommen. 


II. ,,Biotin-sulfoniumjodid‘‘ und Versuche zum Hofmannschen Abbau 


Nachdem die Spaltung durch Kinwirkung von Jodwasserstoff- 
siure nicht zum gewiinschten Erfolg gefiihrt hatte, versuchten 
wir, das Ziel durch erschépfende Methylierung der C,-Diamino- 
siure zu erreichen. Im allgemeinen addieren aliphatische Sulfide 
Methyljodid unter Bildung von Sulfoniumjodiden®). Auch das 
quartiire Jodid des y-Aminopropyl-methyl-sulfid liefert nach 
W. Schneider®) ein Sulfoniumjodid, wihrend es diesem Autor 
nicht gelang, ein entsprechendes Dijodmethylat aus den £-Amino- 
athyl-sulfiden der Formel R-S—CH,—CH,—NH, zu erhalten. Ks 
war somit nicht vorauszusehen, ob Biotin-methylester bzw. die 
C,-Diaminosaure bei der Behandlung mit Methyljodid auch am 
Schwefel methyliert wiirde. 

Wir haben daher zunachst die Kinwirkung von Methyljodid 
auf Biotin-methylester untersucht; aus der Gewichtszunahme 
ergab sich, daf der Ester in der Tat 1 Mol CH,J addiert. In 
der Annahme, daB hierbei ein Sulfoniumjodid vorlag, haben wir 
das — physiologisch unwirksame — Reaktionsprodukt nach Be- 
handlung mit Silberoxyd im Vakuum auf 150° erhitzt. Der Riick- 
stand zeigte jedoch beim Hefetest die gleiche physiologische 
Wirkung wie Biotin; vermutlich hatte demnach das Sulfonium- 
hydroxyd beim Erhitzen Methanol abgespalten. Bei einem weiteren 
Versuch wurde die Lésung des Sulfoniumjodids zunichst mit 
Silberchlorid geschiittelt, um fiir die Darstellung der Base den 


8) Vgl. die Befunde von W. Schneider iiber die Eigenschaften ali- 
phatischer Aminosulfide und die gegenseitigen Beziehungen zwischen Stick- 
stoff- und Schwefelatom [Liebigs Ann. 386, 332 (1912)]. 

®) Vgl. hierzu A. v. Oefele, Liebigs Ann. 132, 82 (1864); weitere 
Literatur Meyer-Jacobson I. Band, 1. Teil, §. 323; vgl. auch D. Strém- 
holm, Ber. chem. Ges. 38, 823 (1900). 
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iw eg iiber das Sulfoniumchlorid einschlagen zu kénnen. Der durch 


; ) Bindampfen der Lisung erhaltene Riickstand entsprach jedoch 
_ | im Gewicht der urspriinglichen Biotinmenge und erwies sich im 


‘flefetest als voll wirksam. Dieses Verhalten findet seine Er- 


_klirung in Befunden der Literatur’), wonach Sulfoniumchloride 


weniger stabil sind als die entsprechenden Jodide; unser Sul- 


foniumchlorid dirfte also schon bei Zimmertemperatur in Biotin 


und Methylchlorid zerfallen. Die thermische Spaltung der (Methyl)- 
| Sulfoniumbasen in Methanol und Ausgangssulfid ist bei friiheren 
- Arbeiten'!) auf diesem Gebiet wiederholt beobachtet worden; 
| diese Reaktion konkurriert wie beim gewohnlichen Hofmannschen 
-Abbau mit der erwiinschten Zersetzung unter Bildung einer ole- 
| finischen Verbindung. 


Nach diesen Erfahrungen haben wir das aus dem Sulfonium- 


salz zuriickgewonnene Biotin mit Saéure gespalten und die C,- 


_Diaminosiiure mit Methyljodid und Silberoxyd methyliert; in einem 
Vorversuch hatten wir uns davon iiberzeugt, daf Ornithin auf 


‘diese Weise das diquartire Ammoniumsalz liefert. Das aus der 


-Abbausaure erhaltene Jodid wurde iiber das Chlorid in die 


'Ammoniumbase verwandelt und diese im Vakuum auf 150° er- 
hitzt. Das nicht fliichtige Reaktionsprodukt lieferte in mabiger 
| Ausbeute ein schwefelhaltiges Aurat, dessen Analyse erkennen 
‘lie, daB der Abbau nicht in der gewiinschten Richtung ver- 


laufen war. 


III. Hydrolytischer Abbau von ,,Biotin-sulfon‘ 
Die Ergebnisse der in den beiden vorhergehenden Abschnitten 


beschriebenen Abbauversuche ermutigten uns nicht, gréBere Mengen 
des kostbaren Materials fiir diese Wege einzusetzen. Wir priiften 
daher die Frage, ob das durch Permanganatoxydation leicht dar- 
zustellende ,,Biotin-sulfon* hydrolytisch aufzuspalten war und hier- 
‘durch ein weiterer Einblick in den Bau unseres Wirkstofis er- 
‘halten werden konnte. 


a) Spaltung mit Alkali. Bei einem Modellversuch mit 


‘dem Sulfon der Thiophan-a-carbonsiiure fanden wir, daB diese 


Verbindung beim Erhitzen mit 50°/,iger Kalilauge auf 200° die 
Sulfongruppe fast quantitativ abspaltet. Dieser Reaktionsverlauf 


Vel. H. Blatter, Mh. Chem. 40, 417 (1919). 
'!) Vgl. J. v. Braun u. Mitarb., Liebigs Ann. 472, 121 (1929), sowie 
C.K. Ingold u. Mitarb., J. Chem. Soc. 1938, 533. 
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lieB sich beweisen, indem die nach Ansiuern erhaltene schweflige 
Saure mit Bromwasser oxydiert und hierauf die gebildete Schwefel. 


siure gravimetrisch bestimmt wurde. Um auch iiber das Ver. | 


halten des Harnstoffrings bei diesem Abbau unterrichtet zu sein 


haben wir mit Trimethylen-harnstoff die gleiche Behandlung | 


durchgefiihrt, wobei 1,3-Diamino-propan in sehr guter Ausbeute 
als Dipikrat isoliert werden konnte. 

Nach diesen giinstig verlaufenen Vorversuchen wurden 10 mg 
Biotin-methylester zum Sulfon oxydiert und dieses ohne Abtren- 
nung der anorganischen Salze in derselben Weise in einem Mikro. 
autoklaven dem Alkaliabbau unterworfen. In der Tat konnte auch 
in diesem Falle die Bildung von schwefliger Saiure nachgewiesen 
werden; im Gegensatz zu dem Modellversuch mit Trimethylen- 


harnstoff war jedoch auch Ammoniak abgespalten, so daf mit ff 


tiefgreifenden Verainderungen zu rechnen war. Aus dem Reak- 
tionsprodukt lie sich zwar mit Hilfe von m-Brom-p-phenyl- 
acetophenon ein krystallisierter Ester darstellen, die Ausbeute 
war aber zu gering, um eine zuverlaissige Analyse mdglich zu 
machen. Da der Abbau unter den genannten Umstinden dic 
Ubersichtlichkeit verloren hatte, haben wir davon abgesehen, 
diesen Weg weiter zu verfolgen. 

b) Spaltung mit Salzsaure. In einem Modellversuch wurde 
das Sulfon der 6-Thio-di-valerianséure mit konzentrierter Salz- 
siure 2 Stunden auf 250° erhitzt, dabei aber unveriandert zuriick- 
erhalten. Da sich jedoch Biotin und seine Derivate haufig anders 
verhielten als die zum Vergleich herangezogenen einfacheren Ver- 
bindungen, schien es trotzdem angezeigt, auch ,,Biotinsulfon‘ der 
Salzsiure-Spaltung zu unterwerfen. Hierzu wurden 3,1 mg Sub- 
stanz mit konzentrierter Salzsiiure '/, Stunde auf 200° erhitzt. 
Das Reaktionsprodukt lieB sich als Pikrolonat isolieren; letzteres 
enthielt Schwefel, war aber betrichtlich léslicher und schmolz 
etwa 60° niedriger als das Dipikrolonat der C,-Diaminosiure. 
Es war nicht wahrscheinlich, daB der Ersatz der Thioaithergruppe 
durch einen Sulfonrest eine derartige Verinderung der Eigen- 
schaften zur Folge haben wiirde; diese wiesen vielmehr auf eine 
Umgestaltung von funktionellen Gruppen. In der Tat ergab eine 
quantitative Stickstoffbestimmung des Pikrolonats einen Wert, der 
nicht mit einer C,-Diamino-sulfon-carbonsiure, wohl aber mit 
einer C,-Diamino-sulfon s iure-carbonsiure in Kinklang stand. 

Wir haben deshalb die Spaltung mit 13,7 mg ,,Biotin-sulfon" 
wiederholt, nun aber kein Pikrolonat dargestellt, sondern die 
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kiirzlich von C. KE. Redemann!’) und C. Niemann empfohlene 


- | pilitursiiure (5-Nitro-barbitursiiure) fiir die Fallung verwendet. 


Das gebildete Diliturat war gut umzukrystallisieren; nach einer 
qualitativen Probe enthielt es Schwefel und bei der CH- und der 
N-Analyse gab es Werte, die befriedigend mit der Formel 
(,H,,0;N,S + 2C,H,O,N, in Einklang stehen. Wie bei der Ana- 
lyse des oben erwihnten Dipikrolonats zeigt sich also auch hier, 


'daB das Molekiil der neuen Abbausiure ein Mol Wasser mehr 
enthilt als das durch Aufspaltung des Harnstoffrings zu erwar- 
tende Sulfon. 


Wenn die neue Verbindung in der Tat eine Sulfonsiure- 


'carbonsiure darstellte, muBte sich dies in einer gréBeren Aciditiit 
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Titration von Ornithin-dihydrochlorid 





der Verbindung auBern. Aus diesem Grunde haben wir ver- 


/gleichende potentiometrische Titrationen mit verdiinnter Lauge 
_ausgefithrt, wobei uns dankenswerterweise Herr Dr. S. Troelstra 
unterstiitzt hat und die Apparatur des van ’t Hoff-Laboratoriums 
ur Verfiigung stand. Wie die Fig.1 u. 2 zeigen, tritt der 
“Sprung in der p,,-Kurve beim Dihydrochlorid unserer C,-Diamino- 
Siure — ebenso wie bei jenem des Ornithins — nach Zugabe 
von 1 Aquivalent Lauge auf. Im Gegensatz hierzu erweist sich 
‘das Dihydrochlorid des Spaltungsproduktes aus ,,Biotin-sulfon“ 
als zweibasische Saure (Fig. 3). 


__ Obschon es sich bei den~Dihydrochloriden der Abbausiuren 
nicht um analysenreine Priparate handelte, ist der Unterschied 


') J. Amer. Chem. Soe. 62, 590 (1940). 
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sehr deutlich. In Verbindung mit den Analysenergebnissen de 
Pikrolonats und des Diliturats steht es auBer Zweifel, daB durc) 
Spaltung von ,,Biotin-sulfon“ eine Sulfonsiure-carbonsiure it 
9 Kohlenstoffatomen entstanden ist. Da also auBer der als Kohlep. 
siure abgespaltenen CO-Gruppe des Harnstoffrings kein kleineres 
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Titration des Dihydrochlorids der C,-Diaminosaure 
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Titration des Dihydrochlorids der C,-Diamino-sulfonsdure-carbonsaure 


Bruchstiick abgetrennt worden ist, muB die Sulfongruppe bzw. 
das Schwefelatom des Biotins einem Ringe angehdoren. 

Uber die weitere Konstitutionsaufklarung hoffen wir den- 
nichst in Zusammenhang mit den synthetischen Arbeiten be- 
richten zu kénnen. : 

Fiir die Unterstiitzung unserer Arbeit sind wir der Rocke- 
feller-Foundation, New York, und der I. G. Farbenindustrie, Werk 
Elberfeld sehr zu Dank verpflichtet. 
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Versuehsteil 


A. Spaltungsversuche mit Jodwasserstoff 


1, Spaltung von 0-Thio-di-valeriansiure. Das Sulfid (67 mg) 
wurde mit 2cem HJ (1,96) in einer EKinschluBréhre 2 Stunden auf 175--180° 
erhitzt. Beim Offnen trat ein deutlicher Geruch nach H.S auf, ein feuchtes 
Bleiacetatpapier fiirbte sich im Dampf unmittelbar schwarz, mit dem charak- 


teristischen Metallglanz von Bleisulfid. Das Reaktionsgemisch wurde mit 


Vasser verdiinnt, ausgeithert und die Atherschicht 2mal mit Bicarbonatlésung 
5 


extrahiert. Den hellbraun gefiirbten Bicarbonatauszug haben wir dann 
angesiuert (Kongo) und unter Ather bis zur Entfirbung mit einigen Tropfen 
' schwefliger Saiure versetzt. Der durch mehrmaliges Aussehiitteln erhaltene 


Atherextrakt wurde iiber Natriumsulfat getrocknet, stark eingeengt und mit 
25eem 0,1 n-NaOH gegen Lackmus neutralisiert. Hierauf haben wir 60 mg 
w-Brom-p-phenyl-aceto-phenon in 8 cem Athanol zugesetzt und in der iib- 
lichen Weise den p-Phenyl-phenacylester’’) dargestellt. Es wurden 54 mg 
eines nur schwach hellbraun gefiirbten Produktes vom Schmelzp. 99—100° 


erhalten"). Der zum Vergleich aus 6-Jod-valeriansiiure bereitete Ester 
| krystallisierte in farblosen wolligen Niidelchen, die ebenfalls bei 99—100° 
schmolzen; Mischschmelzpunkt ohne Depression. Zur Kontrolle wurde dann 
‘noch 0-Jodvaleriansiiure in derselben Weise mit HJ behandelt, wobei sie 
in Form des p-Phenyl-phenacylesters mit guter Ausbeute zuriickgewonnen 
werden konnte. 


2, Spaltung von cis-Thiophan-a,«’-dicarbonsiure’). 113 mg 


_der Siiure (Schmelzp. 141—143°) wurden mit 2 cem HJ (1,96) 2 Stunden 
| auf 175—180° erhitzt. Nach dem Offnen war wie oben H,S nachzuweisen 
Das mit Wasser verdiinnte Reaktionsgemisech haben wir auf dem Wasser- 
| bad unter Absaugen der Diimpfe zur Trockne gedampft und noch 2 mal 
| Wasser zugesetzt, das in gleicher Weise entfernt wurde. Der nach dieser 


Behandlung jodfreie Riickstand (Nadeln) wurde in etwas Wasser auf- 


;genommen, die Lésung filtriert und eingedampft. Farblose Krystalle vom 


Schmelzp. 150—151°; Mischschmelzpunkt mit Adipinsiiure 150—152°. Aus- 


| beute 74 mg, d. i. 90°, der Theorie. 


3. Spaltung von 4-Methyl-trimethylen-harnstoff. 17 mg des 


| Harnstoffderivats wurden mit 1 cem HJ (1,96) 2 Stunden auf 175—180° 
_erhitzt und das wie vorhin von Jod befreite Reaktionsgemisch mit wiiBriger 
_ Pikrinsiiurelisung gefallt. Wir erhielten hierbei 37 mg eines sehr schwe? 
lislichen Pikrats, das unter Aufschiumen und Dunkelfirbung bei 246-—24&° 
schmolz, Zum Vergleich wurden 7 mg des 4-Methyl]-trimethylen-harnstoifs 
‘iu der gewéhnlichen Weise bei 200° mit konzentrierter Salzsiure auf- 


gespalten. Das Dipikrat des 1,3-Diamino-butan zersetzte sich bei 245—248°, 
der Misechschmelzpunkt ergab keine Depression. 


4. Kinwirkung von HJ auf Biotin-methylester bei 


'175—180°. 4,8 mg Biotin-methylester wurden mit 1 ccm HJ 


') N. L. Drake u. M., J. Amer. Chem. Soe. 52, 3715 (1930); 54, 
P2004 (1932), 
“) Die Schmelzpunkte der Arbeit sind nicht korrigiert. 
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(1,96) 2 Stunden auf 175—180° erhitzt. Beim Offnen firbte sic) 
ein in den Dampf gebrachtes feuchtes Bleiacetatpapier nur seh; 


langsam ein wenig dunkel, der Metallglanz von Bleisulfid wa, 


nicht zu beobachten. Das in der beschriebenen Weise von Joi f 
befreite Reaktionsprodukt (8,3 mg) stellte ein schwach gelbliche § 
Ol dar, das allmihlich in Nadeln krystallisierte. Es wurde i, — 





etwa 0,5ccm Wasser gelést und gesiittigte wiBrige Pikrolonsiiure. Iu 


lisung zugesetzt, wobei sich ein reichlicher, hellgelb gefiirbte 


Niederschlag bildete. Das in ,,Morgensternen“ krystallisierende 
Pikrolonat (11 mg) zeigte beim Krhitzen unter dem Mikrosko) 
folgendes Bild: Bei 160° traten an den gelben Krystiillchen farb. 
lose Flecken auf, die bei etwa 170° deutlicher wurden; dic 
Hauptmenge schmolz unter Braunfiirbung bei 187—189°, die 
gréBeren Partikel zersetzten sich jedoch erst bei ungefihr 200°, 
Zur Analyse wurde aus sehr verdinnter Pikrolonsiiurelésung un- 
krystallisiert; Ausbeute 8,3 mg mit den gleichen EHigenschatten. 

Analysen [P. Hubers, Amsterdam ’)]. 

3,115 mg Subst. (i. Hochy. tiber P,O, getr.): 5,32 mg CO, und 1,27 mg 
H,O. — 2,202 mg Subst.: 0,352 eem N, (22°, 767 mm). — 1,893 mg Subst.: 
0,60 mg BaSQ,. 

C,H,,0,N.8-2C,,H,O,N, Ber. C 46,62 H 4,59 N 18,77. S$ 4,30 
Gef. , 46,56 , 456 ., #87 ., 435. 

5. Kinwirkung von HJ auf Biotin-methylester bei 
210°. 1,5 mg des Esters wurden mit 1 cem HJ (1,96) 2 Stunden 
auf 208—210° erhitzt. Auch in diesem Fall war keine H,S-Al- 
spaltung nachzuweisen. Aus dem bei der iiblichen Aufarbeitung 
erhaltenen Riickstand (3,5 mg) haben wir 2,4 mg eines Pikrolonats 
gewonnen, daB nach seinen Kigenschaften in jeder Hinsicht mit 
jenem der C,-Diaminosiure tibereinstimmte. 


6. Kinwirkung von HJ auf Biotin-methylester bei 
250°. Bei diesem Versuch haben wir 2,4 mg Ester mit 1 ccm HJ 
(1,96) 5 Stunden auf 247—255° erhitzt. Beim Offnen zeigte sich 
ein geringer Uberdruck, durch den Geruch und die Reaktion mit 
Bleiacetatpapier konnte in den Dampfen deutlich Schwefelwasser- 
stoff festgestellt werden. Die gebriiuchliche Aufarbeitung lieferte 
4,9 mg eines fast farblosen, krystallinischen Riickstands. Da i 
Mikroversuchen mit Pikrolonsiurelésung kein Niederschlag auftrat, 
wurde die wiBrige Lisung des Riickstands mit iiberschiissigew 


\5) Fiir die besondere Sorgfalt, mit der Herr Hubers die Mikro 
analysen ausgefiihrt hat, sind wir ihm sehr zu Dank verpflichtet. 


— -— 
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Silberchlorid behandelt und das Filtrat eingedampft. Es blieben 
2,2 mg eines farblosen Produktes zuriick, das aus den fiir Am- 


stand. Die mit Platinchlorwasserstoffsiure in einer Tiipfelprobe 
erhaltenen Krystalle glichen jenen von Ammoniumchloroplatinat. 
Uberdies haben wir schlieBlich die -Lésung mit Baryt versetzt 
und destilliert; das alkalisch reagierende Destillat ergab bei der 
Titration einen Séureverbrauch der 60°/, der theoretisch mig- 
lichen Ammoniakmenge entsprach. Da abgesehen von den Ver- 


verbraucht wurde, diirfte also der gesamte Stickstoff des Biotins 


' ga Ammoniak reduziert worden sein. Da kein anderes Reaktions- 
_ produkt gefunden wurde, ist wahrscheinlich auch die Carboxyl- 


gruppe reduziert worden. 
7. Kinwirkung von HJ und rotem Phosphor aut 


' Biotin-methylester. 9,8 mg Ester wurden mit 1 ccm HJ (1,96) 


und 65 mg rotem Phosphor 2 Stunden auf 180° erhitzt. Beim 


 Offnen der Réhre war kein Schwefelwasserstoff nachzuweisen. Das 
' bei der iiblichen Aufarbeitung erhaltene, fast farblose Produkt 
' haben wir mit Natronlauge versetzt und die stark alkalische 
| Lisung unter Stickstoff destilliert, wobei die Badtemperatur 
| schlieBlich auf 190° gesteigert wurde; im Destillat war jedoch 
| keine fliichtige Base nachzuweisen. Um von den anorganischen 
 Bestandteilen trennen zu kénnen, wurde der Destillationsriickstand 

durch 1stiindiges Kochen mit 1,5°/,iger Methanol-HCl-Lésung 
(10 ccm) verestert. Nach Abdampfen und Zugabe von Bicarbonat- 
lésung lieBen sich mit Chloroform 4,6 mg einer Esterfraktion 
| erhalten, aus der wir nach Verseifung mit Salzsiure ein gut um- 
| zukrystallisierendes, schwefelhaltiges Pikrolonat (4,7 mg) darstellen 
_konnten. Der Zersetzungspunkt und die iibrigen Kigenschaften 
| entsprachen véllig jenen des Pikrolonats der C,-Diaminosiiure; die 
| Identitaét konnte auch durch eine CH-Analyse bestitigt werden. 


3,036 mg Subst. (bei 20° i. Hochy. iiber PO, getr.): 5,11 mg CO,, 


118mg H,O und 0,046 mg Asche (in Abzug gebracht). 


C,H,,0.N.8 +» 2C,,H,O,N, Ber. C 46,62 H 4,59 
Gef. ,, 46,59 ~ 442. 


8. Einwirkung von HJ auf die C,-Dioxysiure. 9,3 mg 
Biotin-methylester wurden mit Salzsiure gespalten, der Riickstand 
(10,1 mg) in Essigsiiure (1 com Wasser und 0,3 ccm Kisessig) ge- 
list und mit Natriumnitrit (100 mg in 1 ccm Wasser) versetzt. 
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Nach Beendigung der Stickstoffentwicklung haben wir im Vakuun 
bei etwa 40° stark eingeengt, mit Salzsiure versetzt und abge. 
dampft. Die Dioxysiiure lieB sich durch Extraktion mit Chloro. 
form von den anorganischen Salzen abtrennen. Das erhaltene, 
schwach gelblich gefiirbte Ol (8,3 mg) wurde mit 1 ccm HJ (1,96) 
2 Stunden auf 180° erwiirmt. Beim Offnen der Rohre war iy 
den Dimpfen sehr deutlich Schwefelwasserstoff nachzuweisen, 
Das mit Wasser verdiinnte Reaktionsgemisch haben wir wit 
schwefliger Siiure entfiirbt, von einigen dunklen Flocken abfiltriert 
und 5mal mit dem gleichen Volumen Chloroform ausgeschiittelt, 
Beim Eindampfen des Chloroforms blieb nur ein minimaler Riick- 
stand. 


B. Versuche zur Darstellung von Sulfoniumderivaten 
und zum Abbau nach A. W. Hofmann 


1. Einwirkung von Methyljodid. Zu einer Lésung von 
10 mg Biotin-methylester in 1,5 ccm Methanol wurden einige 
Tropfen Wasser!*), sowie 1,5 ccm frisch destilliertes Methyljodid 
gegeben und 2?/, Stunden gekocht. Nach Abdampfen der Lisung 
und Trocknen im Exsiccator blieben 14,7 mg eines gelblichen 
Oles zuriick; ber. fiir die Addition von 1 Mol CH,J: 15,5 mg. 

Das Additionsprodukt wurde in 3 ccm Wasser geldést und 
20 Minuten mit einem UberschuB von frisch dargestelltem, feuch- 
tem Silberoxyd geschiittelt. Das Filtrat gab dann mit Silber- 
nitrat keinen Niederschlag; es wurde zur Trockne gedampft und 
der Riickstand 15 Minuten auf 150° erhitzt. Nach dieser Be- 
handlung haben wir das Produkt (10,2 mg) in verdiinnter Salz- 
siure gelést, die Liésung filtriert und eingedampft; die auf diese 
Weise erhaltenen Nidelchen zeigten beim Hefetest die normale 
Aktivitit von Biotin. Da es nicht feststand, ob bei diesem Ver- 
such urspriinglich die Sulfoniumbase wirklich entstanden war, 
wurde das zuriickgewonnene Material neuerdings in der gleichen 
Weise mit Methyljodid behandelt, nun aber das Additionsprodukt 
(15,1 mg) in wiBriger Lésung erst mit iiberschiissigem Silberchlorid 
geschiittelt. Die geplante Umsetzung in die Base eriibrigte sich, 
da der beim Eindampfen der Lésung erhaltene Riickstand (10,6 mg 
beim Hefetest wiederum die gewéhnliche Biotin-Wirksamkeit aul- 
wies, sich also kein Sulfoniumchlorid gebildet haben diirfte. In 
der Tat erhielten wir beim Siiureabbau des Riickstands 11,6 mg 





6) Nach A. y. Oefele [vgl.%)] scheint die Bildung der Sulfoniumsalz 
durch die Gegenwart von etwas Wasser beférdert zu werden. 
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des Dihydrochlorids der C,-Diaminosiiure, wovon eine Probe durch 
das Dipikrolonat identifiziert wurde. 

Zur Methylierung der C,-Diaminosiure haben wir zuniichst 
wieder wie vorhin mit Methyljodid behandelt, dann das Additions- 
produkt (19 mg) in 1ccm absolutem Methanol geldst, mit 100 mg 
trockenem Silberoxyd und 1 ccm Methyljodid versetzt und 4 Stun- 
den gekocht. Hierauf wurde noch zweimal die gleiche Menge 
Silberoxyd und Methyljodid zugegeben und wieder jeweils 11/, Stun- 
den erhitzt. Zur Aufarbeitung haben wir das Reaktionsgemisch 
abgedampft, den Riickstand kurz mit verdiinnter Salzsiiure er- 
wirmt, von Silberhalogeniden abfiltriert und nach sorgfiltigem 
Auswaschen ein fast farbloses Filtrat erhalten, das 24,7 mg Trocken- 
material lieferte. Dieses wurde in waBriger Lésung mit Silber- 
chlorid behandelt, worauf wir 20,4 mg eines nahezu farblosen, 
krystallisierenden Chlorides des methylierten Abbauprodukts iso- 
lierten. 

Fiir den Abbau nach A. W. Hofmann wurde die mit Hilfe 
yon Silberoxyd dargestellte Base im Vakuum 15 Minuten auf 150° 
erhitzt. Wihrend aus dem Destillat nichts isoliert werden konnte, 
gab der nicht fliichtige Anteil (15,1 mg) nach Behandlung mit 
verdiinnter Salzsiure, Filtrieren und Abdampfen 17,7 mg eines 
allmihlich krystallisierenden Oles. Zu seiner waBbrigen Lésung wurde 
20°/,ige HAuCl,-Lésung gefiigt, wobei sich 6,4 mg eines schwefel- 
haltigen Chloroaurats vom Zersetzungsp. 199—200° abschieden. 

2,649 mg Subst. (bei 18° i. Hochyv. tiber P,O, getr.): 1,33 mg CO,, 
0,76 mg H,O, 1,216 mg Au. — 2,158 mg Subst.: 0,062 eem N, (22°, 764 mm). 

C,,H.,.N,SAu,Cl, Ber. C 13,58 H 2,96 N 3,17 Au 44,62 

gef. ,, 13,69 ,, 3,21 ,, 3,34 ,, 45,90. 


Als Vorversuch hatten wir Ornithin in gleicher Weise nach der Me- 
thode von Purdie methyliert und dabei das Dichloroaurat der vollmethy- 
lierten Verbindung erhalten, welches durch Au-Bestimmungen, sowie durch 
Schmelzp. und Mischschmelzp. (204—205°) mit einem nach D. Acker- 
mann) dargestellten Priiparat identifiziert wurde. 


C. Alkali- und Saureabbau von ,,Biotin-sulfon“ 


1. Darstellung von ,,Biotin-sulfon“. Die oxydimetrischen 
Titrationen des Biotin-methylesters und der Vergleichsstoffe 
wurden bei Zimmertemperatur mit einer 0,02 molaren Lisung von 
Kaliumpermanganat ausgefiihrt, die 5,6 g Soda pro Liter enthielt. 
Die Substanzen wurden in einigen Kubikzentimeter Wasser gelist; 





") Vgl. Z. Biol. 59, 438 (1913). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 269 ( 
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der Endpunkt der in der iiblichen Weise ausgefiihrten Titratioy 
lieB sich in allen Fallen scharf daran erkennen, daB die schwac) 
violette Farbung linger als 15 Minuten bestehen blieb. 
































Atome O 
Substanz mg cmm KMnO, 

ber. | get 

Cystein-hydrochlorid. . | 2,065 1,29 3 | 2095 
eee ee 2,039 1,61 5 | 4,92 
Thiophan-«-carbonsiiure 12,5 6,40 2 | 2,04 
Biotin-methylester . . . 2,735 0,70 2 | 1,98 
10,1 2,65 2 | 2,02 

15,4 4.04 2 | 203 


Zur Isolierung von ,,Biotin-sulfon“ wurde die schwach vyio- 
lette Lésung des zuletzt angefiihrten Versuchs mit einigen Tropfen 
Methanol versetzt, bis zur Entfarbung einige Minuten auf einem 
Wasserbad erwirmt und am folgenden Tage von Braunstein ab- 
filtriert und dieser sorgfiltig ausgewaschen. Aus dem mit Salz- 
siiure angesiuerten Filtrat schieden sich beim Einengen im Ex- 
sikkator die schénen, farblosen Nadeln des Sulfons aus. Als die 
Mutterlauge auf etwa 2 ccm konzentriert war, wurde sie mit Hilfe 
einer feinen Capillarpipette abgesogen. Die zuriickbleibenden 
Nadeln haben wir dann mit 1 ccm und hierauf dreimal mit 0,5 ccm 
Wasser gewaschen. Aus 15,4 mg Biotin-methylester erhielten 
wir auf diese Weise (nach dem Trocknen) 13,7 mg des Sulfons. 
Die Krystalle schmelzen unter dem Mikroskop bei 268—270°: 
erst dann tritt eine geringe Verfarbung auf, eine Gasentwicklung 
war hierbei nicht zu beobachten. 


2. Modellversuche zum Alkaliabbau, 85 mg des durch Oxy- 
dation von Thiophan-a-carbonsiiure mit Permanganat erhaltenen Sulfons 
(Schmelzp. 126—127°) wurden in einem stiihlernen Mikroautoklaven mit kon- 
zentrierter Kalilauge (0,4 g KOH in 0,4 eem H,O) eine Stunde auf 200° er 
hitzt. Beim Ansiiuern des mit etwas Wasser verdiinnten Reaktionsgemische: 
mit Salzsiiure war durch den Geruch deutlich Schwefeldioxyd festzustellen. 
Nach Oxydation mit Bromwasser bestimmten wir die gebildete Schwefel- 
siure als Bariumsulfat, wobei 70°/, der theoretisch méglichen Menge ge- 
funden wurden. Unter Beriicksichtigung des beim Ansiiuern entwichenen 
Schwefeldioxyds darf man demnach auf eine annihernd quantitative Ab- 
spaltung der Sulfongruppe schlieBen. 

Bei einem 2. Modellversuch wurden 100 mg Trimethylenharnstoff der 
gleichen Alkalispaltung unterworfen. Das stark nach Amin riechende Reak- 
tionsgemisch wurde nach Verdiinnen mit Wasser destilliert und die fliichtige 
Base durch Salzsiiure gebunden. Die weitere Aufarbeitung lieferte 300 mg 
eines Pikrats, das sich allein und gemischt mit dem Dipikrat von 1,3-Diamino- 
propan bei 230—235° zersetzte. Die Ausbeute entsprach 60°/, der Theorie. 
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3. Alkaliabbau von ,,Biotin-sulfon® Das aus 10,1 mg 
Biotin-methylester dargestellte Sulfon wurde mit einer Lésung 


yon 35mg KOH in 0,05 com Wasser im Mikroautoklaven eine 


Stunde auf 200° eddies. Beim Offnen wurde angefeuchtetes rotes 


| Lackmuspapier sofort blau, iiberdies schien ein Geruch nach 


Ammoniak wahrnehmbar. Ein Tropfen des gelblichen Reaktions- 
gemischs wurde angesiiuert und etwas Bromwasser zugefiigt, worauf 


' die gebildete Schwefelsiure als BaSO, nachzuweisen war. Die 
| Hauptmenge haben wir mit iberschiissiger Salzsiiure erwiirmt, 
filtriert und eingedampft. Das im Riickstand vorhandene orga- 
‘nische Material lieB sich durch seine Atherléslichkeit abtrennen. 
Diese Aufarbeitung lieferte 4,5 mg eines hellgelben Oles, dessen 


Geruch an Oxysiiuren erinnerte. Das Produkt wurde mit etwa 


' 0,01 n-NaOH neutralisiert und zur Darstellung eines p-Phenyl- 


phenacylesters verwendet. Dieses in der tiblichen Weise erhaltene 


| Derivat (4,5 mg) schmolz unter dem Mikroskop bei 883—85°, nach 
Erweichen bei etwa 80°. Durch Umkrystallysieren aus 70°/,igem 


Alkohol lieBen sich hieraus 2 mg eines Praparates gewinnen, das 
aus farblosen, siulenfoérmigen Krystallen bestand und den gleichen 


Schmelzp. aufwies. Das Krystallisat war schwetelhaltig ; es wurde 


auch eine CH-Analyse ausgefiihrt, die wir aber wegen der ge- 


_ringen Substanzmenge nicht fiir zuverlissig halten. 


3. Abbau von ,,Biotin-sulfon‘' mit Salzsiure. Fiir einen 


| Modellversuch wurde 6-Thio-di-valeriansiure in der schon beschriebenen 


Weise zum entsprechenden Sulfon oxydiert; dieses war gut aus Wasser 
unzukrystallisieren und schmolz bei 178°. Von dieser Verbindung haben 
wir 37 mg mit 2 cem konzentrierter Salzsiiure 2 Stunden auf 250° erhitzt. 


| Der ante Abdampfen der Salzsiiure und Trocknen im Vakuum (iiber KOH 


und P,O,) erhaltene Riickstand zeigte dasselbe Gewicht, wihrend der 
Schmelzpunkt nur 1° niedriger lag. Der Mischschmelzpunkt mit dem Aus- 
gangsmaterial ergab keine Depression. 


Im Gegensatz hierzu wird ,,Biotin-sulfon“ durch Salzsiure 


| augegriffen, Beim ersten Versuch haben wir 3,1 mg des Sulfons 


mit 1 cem konzentrierter HCl */, Stunde auf 200° erhitzt. Der 
wie oben erhaltene Riickstand wurde in wenig Wasser gelist, 
die Lésung filtriert und mit Pikrolonsiure gefallt. Der Nieder- 


 schlag konnte aus wenig Wasser (unter Zusatz eines ‘T'ropfens 


der Lésung des Fallungsmittels) umkrystallisiert werden, wobei 2 mg 
ees schwefelhaltigen Pikrolonats gewonnen wurden. Vom Pikro- 


_ lonat der C,-Diaminosiiure unterschied es sich durch seine gréBere 


Lislichkeit und den viel niedrigeren Schmelzpunkt von 139°. 
N-Bestimmung. 1,510 mg Subst.: 0,228 cem N, (24°, 768 mm), 
C,H,,0;N.$°2C,,H,0O;N, Ber. N 17,58 Gef. N 17,54. 
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Beim Hauptversuch wurden 13,7 mg ,,Biotin-sulfon“ mit 3 ccy 
konzentrierter Salzsiiure 1/, Stunde auf 200° erhitzt. Die Lésung 
blieb hierbei véllig klar und farblos, wahrend bei der Siure. 
spaltung von Biotin-methylester stets eine geringe Verkohlung 
bzw. Verharzung beobachtet wird. Nach Kindampfen und Trocknen 
iiber P,O, und KOH erhielten wir einen in Nadeln krystallisierten 
Riickstand (16,8 mg), der sich als hygroskopisch erwies. 

Zur Darstellung des Diliturats wurden 13,5 mg des Reak. 
tionsproduktes in 3 ccm Wasser geldst, tropfenweise eine ge. 
siittigte Lésung von Dilitursiure im UberschuB zugefiigt und 
einige Zeit im Kiihlschrank bewahrt. Das Diliturat bestand aus 
sehr schénen ,,Morgensternen“ und war gut abzufiltrieren. Das 
nach griindlichem Auswaschen und Trocknen erhaltene Krystallisat 
(11,6 mg) zersetzte sich bei 232—238° unter starker Dunkel. 
firbung. Nach Umkrystallisieren aus etwa 1,5 ccm Wasser unter 
Zusatz einiger Tropfen Dilitursiiurelésung erhielten wir 7,5 mg 
eines Priparates von gleichem Habitus, das sich bei 235—240° 
zersetzte und bis zu dieser Temperatur vollig farblos blieb. Das 
Diliturat erwies sich in einer qualitativen Probe als schwefel- 
haltig; bei der quantitativen Bestimmung wurde wohl wegen der 
geringen Substanzmenge ein zu niedriger Wert gefunden. 

3,120 mg Subst. (bei Zimmertemp. i. Hochv. iiber P,O; getr.): 3,76 mg 
CO,, 1,24mg H,O. — 1,901 mg Subst.: 0,297 eem N, 29,0 749 mm). — 
1,698 mg Subst.: 0,50 mg BaSO,. 

C,H,,0;N,S°2C,H,O,N, Ber. C 33,20 H427 N 1822 § 5,22 
Gef. ,, 32,87 »» 4,45 » 17,82  ,, 4,04. 

Potentiometrische Titrationen. Die Titrationen wurden 
mit carbonatfreier 0,00876 n-NaOH ausgefiihrt. Nachdem die 
Substanzen in 15 ccm Wasser unter Zugabe von 1 ccm einer 
2°/,igen KCl-Loésung gelést waren, wurde (unter Durchleiten 
eines kohlensiurefreien Stickstoffstroms) nach Zugabe eines 
Tropfens Lauge jeweils der Spannungsunterschied zwischen der 
in der Lésung befindlichen AgCl-Elektrode und der Glaselektrode 
gemessen. Auf diese Weise haben wir folgende Priparate titriert: 

a) 4 mg Ornithin-dihydrochlorid. 

b) 2,15 mg Dihydrochlorid der C,-Diaminosiure. 

c) 1,61 mg Dihydrochlorid des ‘Siiureabbauproduktes aus 

.Biotin-sulfon. 


Die Ergebnisse sind aus den im theoretischen Teil wieder- 
gegebenen Figuren zu entnehmen. 
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Hefewachstum, Garung und Faktor Z-Wirkung 


30. Mitteilung iiber pflanzliche Wachstumsstoffe?) 
Von 
F. Kégl und W. A. J. Borg 


Mit 5 Figuren im Text 


(Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Rijks-Universiteit Utrecht) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Mai 1941) 


I. Das Problem der ,,physiologischen‘‘ Garungsbeschleunigung 


In der 20. Mitteilung”) dieser Reihe haben wir die verschie- 
denen Testmethoden besprochen, die im Laufe der Zeit in der 
Bios-Forschung zur Anwendung kamen. Wiéahrend bei den Pio- 
nierarbeiten der Schule von M. Ide der durch Kohlensiurebildung 
verursachte Gewichtsverlust der Kulturen bestimmt wurde, diente 
an Stelle der Girung bei den spiteren Untersuchungen zumeist 
das Wachstum bzw. die Zellvermehrung der Hefe als MaB fiir 
die Bios-Wirkung. Natiirlich spielt bei den gewohnlichen Kultur- 
hefen die Garung als eine der beiden Energiequellen auch fiir 
die Wachstumsyorgiinge eine grobe Rolle. Die Erfahrungen der 
Praxis*) zeigen jedoch, daf je nach den einzelnen Arten bzw. 
Rassen und nach den Ziichtungsbedingungen die Beziehungen 
zwischen Girung und Wachstum sehr variabel sind. Unter diesen 
Umstiinden lieB sich nicht vorhersehen, ob die mit Hilfe eines 
Wachstumstests isolierten Bios-Wuchsstoffe auch unmittelbar das 
Girvermégen steigern; man hatte mit der Méglichkeit zu rechnen, 
da8 es auch spezielle Aktivatoren der Girung gibt und iiberdies 
konnte die Wirkung all dieser Stoffe in einander greifen. 

Der hier diskutierte Fragenkomplex wurde im vergangenen 
Jahrzehnt von drei Richtungen aus bearbeitet. Neben dem inten- 


') 28. und 29. Mitt., Diese Z. 269, 61, 81 (1941); 27. Mitt., Ree. Trav. 
chim. des Pays-Bas 57, 747 (1938). 

*) Diese Z. 242, 43 (1936). Ebenda die iltere Literatur. 

*) Vgl. z. B. W. Henneberg, Handbuch der Girungsbakteriologie, 
P. Parey, Berlin 1926. 
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siven Studium der einschligigen Enzyme und des Mechanismy; 
der (zellfreien) Girung wurden in derselben Periode mehrere Bigs. 
Wuchsstoffe in krystallisierter Form isoliert und chemisch ge. 
kennzeichnet. In Zusammenhang mit den beiden genanntey 
Forschungsrichtungen trat dann auch das Problem der Girungs. 
aktivierung auf, das jedoch verhiltnismaBig weniger intensiv be. 
arbeitet wurde. Altere Untersuchungen, bei denen zwischen 
Wachstumseffekt und ,,Garkraft“ nicht scharf unterschieden wurde, 
kénnen hier auBer Diskussion bleiben, desgleichen die bunte Reihe 
von ,,kiinstlichen* Stimulatoren der Girung, die offensichtlich mit 
der hier interessierenden physiologischen Aktivierung durch Stoffe 
der Hefeextrakte nichts zu tun haben. Verwiesen sei jedoch auf 
das umfangreiche Versuchsmaterial von C. Neuberg‘) und Mit. 
arbeitern, wonach z. B. «-Ketosiuren, Aldehyde und gewisse Purin- 
derivate die gew6hnliche und auch die zellfreie Girung férdemn. 
Da aber von diesen Stoffen betrichtliche Mengen (20°/, des Ge- 
wichts der Hefe) angewandt wurden, handelt es sich eher um die 
Wirkung zusiatzlicher Substrate; die Nihrlésungen enthielten weder 
anorganische noch organische Stickstoffverbindungen, so daB die 
Purinderivate auch als N-Quelle von Bedeutung sein konnten. 

Den Ausgangspunkt fiir die eigentliche Problemstellung bildet 
der experimentelle Befund, daB Hefeextrakte — aber auch ent- 
sprechende Rohextrakte anderer Herkunft — die Girung beschleuni- 
gen, ohne daf hierbei wahrend der Versuchsdauer (bis zu 5 Stunden) 
eine Zunahme der Zellenzahl auftritt. H. von Kuler®), O. Swartz, 
und K. Myrback, denen man diese grundlegende Erkenntnis 
verdankt, wiesen nach, daB es sich hierbei nicht um die Wirkung 
von Co-Zymase handeln kann; sie nannten die unbekannte Sub- 
stanz des Hefeextrakts, welche bei frischer Hefe die Girung 
beschleunigt, Faktor Z. Im Jahre 1928 teilten K. Myrbick® 
und H. von Euler mit, daB Tryptophan, Histidin und Alanin au! 
Faktor Z-Wirkung gepriift worden sind: ,,Der Erfolg war durchaus 
negatiy, wie ahnliche Versuche mit Aminosiuregemischen“; auch 
ein etwaiger Gehalt des Hefeextrakts an Hexosephosphaten war 
als Ursache der Girungsaktivierung auszuschlieBen. 





*) Vgl. C. Neuberg u. M. Sandberg, Biochem. Z. 125, 202; 126, 15) 
(1921) und friihere Mitteilungen. . 

5») H. von Euleru. O. Swartz, Diese Z. 140, 146 (1924); H. v. Euler 
u. K. Myrbick, Diese Z. 141, 297 (1924); K. Myrbick, Diese Z. 199, 
30 (1924). 

®*) Diese Z. 176, 265 (1928). 
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In weiteren Arbeiten des Stockholmer Instituts®*°) wurde 
danach gestrebt, Faktor Z gegeniiber den Bios-Faktoren bzw. den 
einschligigen Vitaminen der B-Gruppe niher abzugrenzen und 
durch Anreicherungsversuche chemisch zu charakterisieren. Nach 
dem Vorkommen in pflanzlichem und tierischem Material ist 
Faktor Z ebenso ubiquitir wie die Bios-Komponenten. Die Lés- 
lichkeit und das Verhalten gegeniiber Fallungsmitteln entspricht 
weitgehend den bei diesen Wuchsstoffen beobachteten Verhilt- 
nissen; Anreicherungsversuche stieBen auf erhebliche Schwierig- 
keiten, so war das 1928 beschriebene Z-Priparat’) gegeniiber dem 
Ausgangsmaterial nur 8fach konzentriert. In einer zwei Jahre 
spiter veréffentlichten Arbeit kam TT. Philipson’) zu dem Er- 
gebnis, daB Faktor Z zwar zusammengesetzter Natur ist, aber mit 
,Bios* und auch mit dem Antipellagra-Prinzip (dem urspriing- 
lichen Vitamin ,,B,“) nicht identisch sein kann. 

In einer Mitteilung aus dem Jahre 1930 haben sich O. Meyer- 
hof!®) und K. Iwasaki mit der Girungsaktivierung durch den 
Eulerschen Z-Faktor beschiftigt. Die Autoren fanden, ,,daB in 
allen Fallen, wo die GirungsgréBe durch den Z-Faktor steigt, 
auch der Oxydationsquotient erhéht ist, wahrend die Atmungs- 
griBe fast unveriindert bleibt.“ Von Interesse ist auch die Fest- 
stellung, daB diese giirungssteigernde Substanz dauernd von der 
lebenden Hefe gebildet und nach auBen abgegeben wird. 

Da Faktor Z nach der urspriinglichen Auffassung °) ‘Trocken- 
hefe nicht aktiviert, hat man an eine Anderung der Permea- 
bilitiit!!) als Grundursache der Z-Wirkung gedacht. Nach den 
1932 von K. Myrbick!’) und H. Larsson veréffentlichten Be- 
funden ist aber bei einer anderen als der friiher verwendeten 
Heferasse auch eine starke Aktivierung der entsprechenden 
Trockenhefe festzustellen gewesen. Da Trockenhefe bekanntlich 
einen sehr wechselnden Prozentsatz lebender Zellen enthalten 


7) H. von Euler, E. Brunius u. 8. Proffe, sowie H. von Euler u. 
H. Johansson, Diese Z. 178, 202, 209 (1928); H. von Euleru. E. Brunius, 
Sy. Bryge. Manadsbl. 48, 256 (1928). 

’) T. Philipson, Diese Z. 193, 15 (1930). 

*® H. von Euler u. T. Philipson, Diese Z. 198, 1 (1931); Biochem. 
Z. 245, 418 (1932) und 249, 245 (1932). 

) Biochem. Z. 226, 30 (1930). 

‘!) Vgl, iiber eventuelle Beziehungen von Faktor Z zur Permeabilitit %), 
und zwar S. 267, %), und zwar S. 119 sowie J. Runnstrém, E. Sperber 
u. E. Karlsson, Arkiv for Kemi, Min. 0. geol. 13B, Nr. 10, 1 (1939). 

2) Biochem. Z. 258, 118 (1933). 
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kann }*) und hieriiber keine Angaben gemacht werden, lassen die 
Versuche von K. Myrback und H. Larsson die Frage offen, oh 
Faktor Z in der Tat auch bei abgestorbenen — d. h. nicht mehr 
sprossungsfihigen — Hefezellen die Garung aktivieren kann. 


Im Jahre 1934 berichteten H. Borchardt}‘) und H. Prings. 
heim, daB es ihnen gelungen sei, Faktor Z 100-fach anzureichern, 
In einer Arbeit aus dem gleichen Jahre haben H. von Euler“ 
und H. Larsson weitere vergleichende Versuche iiber Bios und 
Faktor Z ausgefiihrt; fiir letzteren (bzw. den Komplex der Z-Fak.- 
toren) ergab sich aus Diffusionsversuchen ein mittleres Molekular- 
gewicht von 200. Wie oben erwahnt, glaubte T. Philipson‘ 
eine Identitit von Bios und Faktor Z ausschlieBen zu kénnen; 
die zuletzt genannten Autoren kamen jedoch zur entgegengesetzten 
SchluBfolgerung: ,,Der Faktor Z (bzw. das betr. Stoffgemisch), 
welcher die Girung lebender Hefezellen beschleunigt, bewirkt dies 
auf Grund von Veriinderungen in den Hefenzellen, welche inner- 
halb der Girungszeit zwar noch nicht zu einer Vermehrung der 
Zellenzahl fiihrt, welche aber die Zellvermehrung bzw. Zellteilung 
vorbereiten.“ ,,Wir halten also — trotz scheinbar ganz ver- 
schiedener Wirkung — die Identitat von Z und Bios II fiir 
wahrscheinlich.“ 

Nachdem in unserem Institut!*) noch in demselben Jahre 
Bios II") in Form eines hochaktiven Krystallisats (Biotinmethy]- 
ester) isoliert worden war, lag es nahe, neben der Wuchsstoii- 
wirkung auch den Einflu8 auf die Girung zu priifen. Bei den 
von C. J. van Hulssen!’) ausgefiihrten Versuchen wurde die 
Girung von Heferasse M mit und ohne Zusatz hochgereinigter 
Biotin-Priiparate unter den Bedingungen des von Eulerschen 
Z-Tests bestimmt. Es zeigte sich, daB Biotin die Garung nicht 
beschleunigt. Unabhingig hiervon war es natiirlich sehr woll 
méglich, daB einer der anderen Bios-Faktoren mit Faktor Z iden- 
tisch sein wiirde. In Zusammenhang mit den Bios-Arbeiten des 
Instituts erschien es wiinschenswert, auch das Studium von Faktor Z 
in unser Arbeitsprogramm aufzunehmen; im Kinvernehmen mit 


13) W. Henneberg, a. a. O. u. zwar S. 332. 

14) Bull. Soe. Chim. biol. 16, 736 (1934). 

®) Diese Z. 223, 206 (1934); vgl. auch Svensk Kem. Tidskr. 46, 250 (1934). 

*) F. Kégl u. B. Ténnis, Ber. chem. Ges. 68, A, 16 (1935), sowie °). 

17) Bios IL entspricht Bios ITB nach dem Schema von W. Lash Miller, 
J. Amer. Chem. Soe. 55, 1502 (1933). 

18) Dissertation, Utrecht, 16. Miirz 1936. 
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Herrn Prof. von Euler haben wir daher Versuche zur Isolierung 
des Aktivators in Angriff genommen. Uber diese in Gemeinschaft 
mit C. J. van Hulssen und spiter mit H. Erxleben ausgefihrte 
Untersuchung ist kurz in einem Vortrage!) berichtet worden. 
Mit Hilfe der bei der Isolierung von Biotin erprobten Rasse M 
als Testhefe und ,,Marmite“ als Ausgangsmaterial konnte ein 
Priiparat erhalten werden, das noch in der Verdiinnung 1 :5 000000 
eine Giirungszunahme yon 50°), hervorrief, wahrend beim Aus- 
cangsmaterial fiir die gleiche Aktivierung eine Verdiinnung von 
1:500 anzuwenden war. Bei den Wiederholungen des gleichen 
Aufarbeitungsganges muBten wir jedoch feststellen, daf& die Spitzen- 
fraktionen von Fall zu Fall weniger wirksam ausfielen und das 
friihere Ergebnis schlieBlich iiberhaupt nicht mehr zu reproduzie- 
ren war. Nach Lage der Dinge mute die Ursache in einer Ver- 
iinderung der Higenschaften von Rasse M gesucht werden; die 
wochentlich mit Flugpost iibersandten Hefeproben zeigten nimlich 
eine viel stiirkere Blankogirung als friiher, wihrend sie beim 
gleichzeitig laufenden Biotin-Test nach wie vor gut brauchbar 
waren, Auf unsere Anfrage teilte uns Herr Prof. Dr. H. Fink 
mit, daB in der Tat im April 1937, als unsere Schwierigkeiten 
beim Z-Test begannen, im Institut fiir Girungsgewerbe eine neue 
Reinzuchtanlage in Betrieb genommen wurde, bei der die Hefe 
nach einem ziemlich stark abweichenden Gang geziichtet werden 
mug. Herr Prof. Fink hatte die groSe Freundlichkeit, fiir unsere 
Zwecke Rasse M — soweit das im LaboratoriumsmaBstabe még- 
lich war — nach dem alten Verfahren ziichten zu lassen. Uber- 
dies haben wir in unserem Institut versucht, die ,neue“ Rasse M 
an Faktor Z zu verarmen oder eine andere Heferasse mit glei- 
chen Eigenschaften zu finden. Alle diese Bemihungen zeitigten 
jedoch nicht den gewiinschten Erfolg; die verschiedenen Hefe- 
proben gaben mit unserem friiher hochaktiven Z-Priparat keine 
entsprechende Girungsaktivierung, so daB die bisherigen Erfah- 
rungen iiber die Anreicherungsmethode wenigstens vorliufig wertlos 
geworden waren. Da die nur in geringer Menge erhaltenen alten 
Priparate allmihlich fiir die zahlreichen Girtestversuche aufge- 
braucht wurden, konnte die geplante Priifung auf Wachstums- 
wirkung nicht mehr ausgefiihrt werden. Nachtraglich schien es 
nimlich nicht ausgeschlossen, daB die Aufarbeitungen von Mar- 
mite zur Anreicherung eines damals — oder vielleicht auch jetzt 


") F. Kégl, Naturw. 1937, 468. 
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noch — unbekannten Bios-Faktors gefiihrt hatten. Wie den 
auch sei, die geschilderten Verhaltnisse sind ein lehrreiches Bei- 
spiel dafiir, wie sehr das physiologisch-chemische Verhalten einer 
Hefe von scheinbar unbedeutenden Bedingungen bei der Ziichtung 
abhingig sind, die man bisher nicht in der Hand hat. | 

Bei den oben geschilderten Versuchen haben wir natiirlich 
u.a. auch Aneurin (Vitamin B,) auf Z-Wirkung bei den ver. 
schiedenen Hefeproben gepriift, konnten aber in keinem Falle 
eine Girungsaktivierung beobachten, die jener von Hefeextrakt 
entsprach. Im Jahre 1937 haben jedoch A. Schultz?), L. Atkin 
und C. N. Frey iber einen Garungstest fir Vitamin B, berichtet, 
bei welchem eine Backerhefe der Fleischmann Lab., New York, 
zur Verwendung kam. Spater fanden die amerikanischen Autoren, 
dab Nicotinsiure und Vitamin B, (Adermin) unter den gleichen 
Testbedingungen ebenfalls eine -— allerdings viel kleinere — 
Girungsbeschleunigung verursachen. R. J. Williams?!) und 
E. F. Pratt teilten mit, daB auch Pantothensiure unter be- 
stimmten Verhiltnissen die Girung fordert; sie wiesen in diesem 
Zusammenhang darauf hin, daB die Wuchsstoffe zwar nicht not- 
wendigerweise die Girung aktivieren miissen, dies aber hiufig 
der Fall ist. Die Brauchbarkeit des Giartests fiir die Bestimmung 
von Aneurin wurde von K. Heyns**) nachgepriift. Dieser Autor 
fand ebenfalls die Original-PreBhefe der Fleischmann Lab. fiir 
diesen Zweck am geeignetsten, offensichtlich wegen ihres geringen 
Aneurin-Gehalts, Erwihnenswert ist auch der Befund, daB iqui- 
molekulare Mengen von Aneurin und Cocarboxylase eine quanti- 
tativ tibereinstimmende Garungsaktivierung zeigten. Wahrend bei 
den zuletzt genannten Arbeiten nicht mehr von einer ,,Faktor Z- 
Wirkung“ gesprochen wird, sei zum SchluB dieser Ubersicht noch 
eine Mitteilung von V. Hartelius?*’) und N. Nielsen angefiihrt, 
wonach die Bios-Wuchsstoffe aus Wiirze mit Hilfe von PreBhefe 
fast voéllig ,auszuschiitteln® sind, wahrend etwa die Hilfte der 
urspriinglichen Faktor Z-Menge in der Ausgangsfliissigkeit zuriick- 
bleibt *4). 

20) J. Amer. Chem. Soc. 59, 948, 2457 (1937); 60, 1514, 3084 (1938). 

*1) Science 89, 200 (1939); vgl. auch Biochemic. J. 30, 2036 (1936). 

22) Diese Z. 258, 219 (1939). 

*3) Biochem. Z. 298, 125 (1938). . 

*4) Vgl. auch die folgenden Mitteilungen iiber Faktor Z baw. Girungs- 
aktivierung: H. Zeller, Biochem. Z. 266, 360, 367 (1933) und friiher; K. Zip! 


u. K. Rathert, Biochem. Z. 275, 90 (1935); J. Hanak u. L. Schwarz, 
Chem. Obzor 10, 81 (1935), zitiert nach Chem. Z. 1935, II, 2966; A. Lasnitzki 
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II. Versuche zur Auffindung einer geeigneten Testmethode 


Uberblickt man die im voranstehenden Abschnitt beschriebenen 
Ergebnisse, so erscheint es sehr fraglich, ob es tiberhaupt Z-Faktoren 
gibt, die unabhiingig von der Wirkung der Bios-Wuchsstotfe die 
Girung lebender Hefezellen beschleunigen. Natiirlich ist ein Test- 
yerfahren wie jenes der Schule von M. Ide zur Klarung der hier 
interessierenden Verhiltnisse von vornherein ungeeignet. Bekannt- 
lich wird bei dieser Versuchsmethodik die Nahrlésung mit etwa 
400000 Hefezellen geimpft und die nach Zusatz der zu priifenden 
Lésung auftretende Girung bestimmt. Nach frihestens 3 oder 
4Tagen ist der durch Kohlensiureentwicklung verursachte Gewichts- 
verlust festzustellen und es steht auBer Zweifel, daB die nach 
dieser Versuchszeit beobachtete Girung innerhalb gewisser Grenzen 
ein MaB fiir das Wachstum der Hefe ist. Fiir das Faktor Z- 
Problem spielt nur die der meSbaren Zellvermehrung vorangehende 
Girungsaktivierung eine Rolle. Wie im I. Abschnitt dargelegt 
wurde, hat man in der Tat bei verschiedenen Bios-Faktoren eine 
derartige Wirkung einwandfrei feststellen kénnen. Es fallt jedoch 
auf, daB jeder dieser Wirkstoffe fast immer nur bei speziellen 
Hefen eine wirklich ausgepriigte Z-Wirkung zeigt, wie z.B. Aneurin 
bei der Fleischmann-PreBhefe, sowie unser vorlaufig nicht mehr 
zu gewinnender Aktivator bei der , alten“ Rasse M. Gegeniiber 
diesen Erfahrungen ist es sehr merkwiirdig, daB der Grundversuch — 
die Girungsaktivierung mit Hilfe von rohem Hefeextrakt — praktisch 
bei sehr vielen Hefesorten ohne weiteres ein positives Ergebnis 
zeigt, wenn dieses auch in quantitativer Hinsicht stark variieren 
kann. Unter diesen Umstiinden nahmen wir an, daf fiir die 
Z-Wirkung im Grunde der gesamte Bios-Komplex verantwortlich 
ist, wobei ausnahmsweise ein spezieller Faktor, zumeist aber eine 
bestimmte Kombination von Bios-Komponenten in der Versuchs- 
hefe fehlt, so daB die optimale Garungsgeschwindigkeit nicht von 
selbst erreicht wird. Dabei- war allerdings nicht auBer acht zu 
lassen, daB hohe Konzentration des einen Wirkstoffs die unter- 
schwellige Konzentration eines anderen kompensieren kénnte, etwa 
durch Begiinstigung von dessen Synthese in der Zelle. 

Fir die Versuche iiber Z-Wirkung dienten fast ausschlieBlich 
Hefeproben, die in der Technik in kontinuierlichem Betriebe nach 





u. E.Szérenyi, Biochemie. J. 29, 580 (1935); J. Dadlez u. W. Koskowski, 
Biochem. Z. 283, 292 (1936); R. Guillement, C.r. Acad. Sei. 201, 1517, zitiert 
nach Chem. Z. 1936, I, 3702; R. Geoffrey u. G. Labour, Bull. Soc. Chim. 
biol. 19, 922 (1937), zitiert nach Chem. Z. 1938, I, 4258. 
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bestimmten Verfahren weitergeziichtet werden. Abgesehen von den 
Erfahrungen, die wir bei Rasse M infolge der Anderung der 
Ziichtungsbedingungen gemacht haben, besteht natiirlich immer 
die Gefahr, daB im Laufe der Zeit die Zusammensetzung der 
rohen Nahrstoffe Schwankungen aufweist. Wir haben uns daher 
bemiiht, geeignete Versuchshefen (Wildiers Nr.1100 und Nr. 1169, 
sowie Rasse M) in synthetischem Milieu unter den Bedingungen 
des Ide-Tests selbst zu ziichten; hierfiir stand vor 2 Jahren nur 
Aneurin und #-Alanin — ein Baustein der Pantothensiiure — in 
ausreichender Menge zur Verfiigung. Der Erfolg war jedoch negatiy, 
da die erhaltenen — offensichtlich anormalen — Hefen von Fall 
zu Fall recht wechselnd girten und mit den iiblichen Mengen Hete- 
extrakt in den ersten Stunden nur wenig aktiviert werden konnten. 

Hierauf haben wir die gleichen Versuche mit Marmite (Mar- 
mite Food Extract Co., London) als Bios-Quelle ausgefiihrt; bei 
einem Zusatz von 8—9 mg pro 30 ccm Zucker—Salz-Lésung war 
die Kohlensiureentwicklung nach ungefihr 100 Stunden praktisch 
konstant, so daB die gebildete Hefemenge (etwa 50 mg pro Kdlb- 
chen) ein giinstiges Material fiir den Z-Test darzustellen schien. 
Es zeigte sich jedoch, daB die auf diese Weise geziichteten Hefe- 
proben meist eine hohe Spontangirung geben und demgemiB mit 
Hefeextrakt nur recht wenig zu aktivieren sind. 

Es hat den Anschein, daB ein nicht optimaler Gehalt an 
Z-Faktoren — wie er in der Girungsbeschleunigung bei ent- 
sprechenden Zusiitzen zum Ausdruck kommt — in erster Linie 
eine Folge der technischen Ziichtungsbedingungen ist, bei denen 
aus naheliegenden Griinden im allgemeinen nicht mit einem Uber- 
schu8 an den verschiedenen Wirkstoffen gearbeitet werden kann. 
Fir unsere weiteren Untersuchungen sind wir daher zu Handels- 
hefen zuriickgekehrt, und zwar haben wir neben Rasse M, Berlin, 
die hierzulande in der Praxis verwendeten Biickerhefen ,,Hollandia- 
gist“, Schiedam und ,,Koningsgist“, Delft, sowie die Bierhefen 
Heineken“, Amsterdam und ,,De Drie Hoefijzers“, Breda, auf 
ihre Aktivierbarkeit mit Hefeextrakt gepriift. In Ubereinstimmung 
mit den Erfahrungen der Literatur erwiesen sich die Unterhefen 
fiir unseren Zweck als véllig ungeeignet, da weder die relativ 
kleine Spontangérung der ,,Heineken“-Hefe noch die starke der 
Hefe ,,De Drie Hoefijzers“ durch Marmite-Zusatz ausreichend be- 
schleunigt werden konnte. Auch ,,Hollandiagist“ zeigte eine zu hohe 
Higengirung, dagegen fanden wir bei ,,Koningsgist“ und bei Rasse M 
einen brauchbaren Z-Effekt. Wir haben in der ersten Zeit beide 
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Hefen fir Parallelversuche herangezogen, verwendeten aber spiter 
aus praktischen Griinden hauptsichlich Koningsgist als Testhefe. 


Die Testmethode 

Der verwendete Girtest entspricht im wesentlichen der von 
yon Euler und Mitarbeitern angewandten Methode; da wir in 
einigen Punkten hiervon abweichen, scheint jedoch eine kurze 
Beschreibung unserer Arbeitsweise angezeigt. 

Nihrlésung. Im Stockholmer Laboratorium wurde eine 
Nihrlésung verwendet, die auBer Glucose nur Phosphatgemisch 
(KH,PO, und Na,HPO,) enthielt. Da die Hefe hierbei also hin- 
sichtlich der Stickstoffquelle und der anderen anorganischen Salze 
auf den eigenen Vorrat der Zellen angewiesen ist und dieser bei 
technischen Hefen verschiedener Vorgeschichte recht schwankend 
sein kann, haben wir der Nihrlésung von V. Reader®’) den Vorzug 
segeben, wobei jedoch die Glucosekonzentration verzehnfacht wurde: 


Mit dest. Wasser auf 1000 eem 


Glucose ..... 100g | 0,16 g 
(RAs cs se 3 g CS. oe He. tnd 05 g 
MgSO,-7H,O .. 0,7 ¢g CafWO, . 1.1 ss 0,4 ¢g 
| re lg 


Die Vorratslésung wurde 2mal 30 Minuten bei 100° sterilisiert. 
Apparatur. 12 Kélbchen (50 ccm) sind am Warburg- 
Manometer angeschlossen; als Sperrfliissigkeit haben wir ur- 
spriinglich Quecksilber, spiter Brodiesche Lésung verwendet, die 
sich fiir unseren Zweck gut bewahrt hat. Temperatur im Thermo- 
staten 830° + 0,1°; ungefihr 100 Schiittelbewegungen pro Minute. 


Ausfiihrung des Girtests 

a) Zu der Hefemenge wird so viel Nihrlisung zugefiigt, daB 
auf 50 mg 1 ccm Niahrlésung trifft. 

b) Die Suspension wird bei Zimmertemperatur 15 Minuten 
kriftig geschittelt und bleibt dann noch etwa 40 Minuten stehen. 

c) Inzwischen werden in die Girkélbchen die in 1 ccm ge- 
lésten Versuchssubstanzen gebracht. 

d) Hierauf wird zu jedem Girkélbchen 1 ccm der Hefesuspension 
zugetigt und unmittelbar hernach in den Schiittelthermostaten ge- 
bracht. Wir haben also bevor die eigentliche Messung beginnt 
eine Vorperiode von 60 Minuten. 

e) Die erste Ablesung erfolgt 15 Minuten nach dem Ein- 
setzen in den Thermostaten und hierauf je nach einer weiteren 





5) Biochemie. J. 21, 904 (1927). 
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Viertelstunde. Wir messen also zunachst die Girungsintensitiit 
von 15—60 Minuten; diese wird mit 4/, multipliziert und der 
erhaltene Wert als Girungsintensitét in der ,,ersten“ Stunde be- 
zeichnet. Nach 4 weiteren Ablesungen ergibt sich dann die Girung 
in der ,zwelten“ Stunde. 

f) Beim 1. und beim 12. Kélbchen jeder Versuchsreihe wird 
zur Bestimmung der Blankogirung an Stelle der ,,Z-Lésung“ 1 ccm 
destilliertes Wasser zugefiigt. 

°), sAktivierung = 00 (com eetisioate Stemg — com Biankagionng) 
eem Blankogiirung 





Wie im 1. Abschnitt erwahnt wurde, ist nach der Literatur 
fir die Bestimmung der Z-Wirkung meist eine Girzeit bis zu 
5 Stunden gewihlt worden. Wir beobachteten jedoch, da8 dic 
in der ,,zweiten“ Stunde gefundenen Aktivierungen mit Hefeextrakt 
als Z-Quelle hiufig um einige 10°/, schwanken kénnen; schon 
aus diesem Grunde haben wir von Anfang an auf den Garungs- 
verlauf in der ,,ersten“ Stunde gréBeren Wert gelegt. Die starke 
Beschleunigung in der darauffolgenden Stunde legte die Annahme 
nahe, daB hier bereits Wachstumserscheinungen eine Rolle spielen. 
Wir haben deshalb die Kulturen nephelometrisch?) und durch 
Auszihlen der Zellen in einer Zihlkammer nach Biirker unter- 
sucht und kamen zu folgenden Befunden: 


Tabelle I 


Nephelometrische Zuwachsbestimmung bei Rasse M 
(25mg pro Ansatz). 
Die nephelometrischen Werte wurden nach Ablauf jeder Viertelstunde bestimmt 




















P Mit Zusatz 
Ohne Zusatz . ; an 
von 5mg Marmite | von 25 mg Marmite 
Zeit in Minuten a | — 
com jo, 7} ecm o/ Jy. | com 0) Su- 
CO,- lo 4u CO.- lo uu- | CO. - lo a 
aes - Entw. | Vachs Entw. | waene Entw. | vita . 
0—15 a on ee ee 6 
15—30 0,37 10 0,50 | 10 | 056 10 
30—45 0,34 16 0,52 ;|; — | 0,62 ~- 
45—60 0,34 | 20 0,63 | 24 | 0,62 28 
60—75 0,43 | 24 O63 | 3 | 0,75 32 
75—90 0,33 | 33 0,76 | 44 | 0,78 43 
90—105 0,32 | 30 0,78 | 52 | 1,03 60 
105—-120 0,39 | 33 0,76 | 56 | 1,21 68 
Girungsaktivierung | | | 
in der ,,ersten’ Stunde | 0°) | 57%, | 72°, 
in der ,,zweiten“‘ Stunde | 0°), 99°, | 156°/, 








r 
1 
Zi 
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Tabelle Il 
Zuwachsbestimmung durch Zihlung der Zellen bei Koningsgist 
(50 mg pro Ansatz) 
Die ,,Zahl der Zellen“ ist jeweils mit 2,5 Millionen zu multiplizieren 








eee casa 


Mit Zusatz 


, Obne Zusate von 5mg Marmite | von 10mg Marmite 
Zeitpunkt = _ senatinioreninasemndems 
Zahid. °/, Zu- | Zahld. | °/, Zu- | Zahid. | °/, Zu- 
Zellen | wachs | Zellen | wachs | Zellen | wachs 























nach Vorperiode 270 Q 268 0 To 0 
' nach der ,,ersten‘ | 
Seand@ . « « + 2 275 280 | 4 313 16 

- nach der ,,zweiten“ | 

eee 268 289 | 7 399 19 


Wie die T'abellen zeigen, ist in der zweiten Stunde in der 
Tat mit einem Zuwachs zu rechnen, der bei der Gesamtgirung 


' zur Geltung kommt; bei der nephelometrischen Bestimmung macht 
sich auch eine Quellung der Zellen bemerkbar. 


Ill. Einflu& der Bios-Faktoren und ahnlicher Wirkstoffe 
auf die Garung 
Nachdem unsere Arbeit durch die Zeitverhiltnisse etwa ein 
Jahr unterbrochen werden muBte, haben wir uns bei der Wieder- 


' aufnahme der Untersuchung in erster Linie mit der Frage be- 


schiiftigt, ob die Faktor Z-Wirkung bei einer gewohnlichen Bicker- 


_hefe des Handels in der Tat mit einer Kombination von Bios- 
- Faktoren erzielt werden konnte. Durch die Ergebnisse verschiedener 


Arbeitskreise war inzwischen die Reihe der chemisch definierten 


| und synthetisch zugiinglichen Bios-Komponenten um zwei wichtige 


Vertreter vermehrt worden. Es waren nunmebhr folgende Ver- 


| bindungen einzeln und in Kombination zu priifen: Meso-inosit, 


Biotin, Aneurin (Vitamin B,), Adermin®*) (Vitamin B,) und Pan- 
tothensiure?”) Neben diesen eigentlichen Bios-Faktoren kamen 


auch noch Lactoflavin (Vitamin B,), Cozymase, Nicotinsiureamid, 


Ascorbinsiure und #-Alanin in Betracht, die ebenfalls fiir sich 


6) R. Kuhn, K. Westphal, G. Wendt u. O. Westphal, Naturw. 27, 
469 (1939), sowie S. A. Harris u. K. Folkers, J. Amer. Chem. Soe. 61, 
1245 (1939). 

7) R. J. Williams u. R. T. Major, Science 91, 246 (1940), sowie die 
ausfiihrlichen Mitteilungen der betreffenden Arbeitskreise, J. Amer. Chem. 
Soc. 62, 1784, 1785 (1940). Siehe ferner R. Kuhn u. Th. Wieland, Ber. 
chem. Ges. 73, 971 (1940), sowie T. Reichstein u. A. Griissner, Helvet. 
chim. Acta 23, 650 (1940). 
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allein und in Gemischen auf Z- Wirkung untersucht werdey 
muBten. 

Zum Vergleich mit den friiher erhaltenen Ergebnissen wurde 
zunichst wieder der KinfluB von Marmite auf ,,Koningsgist“ uni 
Rasse M gepriift. Wahrend letztere annihernd die gleiche 
Girungsbeschleunigung zeigte, fanden wir bei der Delfter Hef 
eine geringere Spontangiérung und dementsprechend einen gréBeren 
Z-Effekt als friiher. In Zusammenhang mit unseren Ausfiib. 
rungen iiber die Schwankungen im physiologisch-chemischen Zn. 
stand einer technischen Hefe ist es von Interesse, daB die Spontan. 
girung von ,,Koningsgist“ im Laufe der letzten zwei Jahre einen 
allmihlichen Riickgang zeigte: 


Tabelle III 








' tn Spontangirung 
Koningsgist (50 mg) . samc 
,irste’’ Stunde hw cite Stunde 








| 
Miirz 1939 3,99 eem CO, | 3,73 ecm CO, 
Juli 1940 as « | 2,71 : 
Sept. 1940 ae | se. 
Nov. 1940 Ye | “. . 
Jan. 1941 ae 2.55 ,, 
Marz 1941 oe | 2.38 _,, 


Da wir stets Vergleichsversuche ausfiihrten, hat diese Ver- 
iinderung die Brauchbarkeit von ,,Koningsgist“ als Testhefe nicht 
beeintrichtigt, wihrend die aus Berlin bezogene Rasse M infolge 
der lingeren Versandzeit im letzten Jahre fiir Serienversuche 
nicht mehr regelmibig herangezogen werden konnte. 

Wenn man auch rohen Hefeextrakt als optimale Quelle vou 
Bios- bzw. Z-Faktoren ansprechen kann, so darf nicht auber 
acht gelassen werden, daB sehr groBe Mengen davon (mehr als 
80 mg Marmite pro 50 mg Hefe) die Garung auch nach unseren 
Erfahrungen*’) beeintrichtigen, wobei dahingestellt bleibt, ob dies 
durch spezielle girungshemmende Stoffe verursacht wird. 


a) Zusatz von Aneurin (Vitamin B,) 


Wahrend Vitamin B, nach den Angaben der Literatur*””) 
bei der PreBhefe der Fleischmann Lab. eine starke Girungs- 
beschleunigung hervorruft, haben wir bei unseren Hefen (je 50 mg) 





8) Vel. H. von Euler u. K. Myrbiick’). 
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mit 0,002 y—2 mg Aneurin*’) pro 2 ccm Nihrlésung nur eine 
sebr geringfiigige Aktivierung erhalten: 


Tabelle IV 








Hefe |Stunde]0,0027] 0,037] 0,17]0,5y7] 27 | 8y | 327 [5007] 2 mg 

















erste 35 0°, | 8%ot Plot SVot 5%ot 5%] 5%] 5% 
zweite | 0 i 0 7". J aM 12 ¥3 14 , 1l "Te 11 7. 10 "le 10 "le 
Konings- erste 1 %/o 5) "Lo 0 "lo 7 lo 4 "lo o */o 6 "lo 6 "lo 10 °/o 

gist zweite | 1°/, 2°, 15% 410% | 9%) 9%) 9% 4127, 412%, 


Rasse M 
































Da die Wirkung fiir Mengen zwischen 0,5 y und 2 mg bei 
unseren Hefen — im Gegensatz zur Fleischmann-Hefe — prak- 
tisch konstant war, haben wir bei den spiter ausgefiihrten Ver- 
suchen zumeist nur 1—8 y Aneurin pro Ansatz zugesetzt. 


b) Zusatz von Adermin (Vitamin B,) 


Das Hydrochlorid von Adermin?’) hatte in Mengen von 
200—500 y pro Ansatz bei Rasse M keinerlei EinfluB. Bei ,,Konings- 
gist* trat dagegen mit den gleichen Konzentrationen in der 
yzweiten* Stunde eine Girungsbeschleunigung*°) von etwa 10°/, 
auf; mit mehr als 500 y Adermin wurde die Aktivierung jedoch 
wieder geringer. 

c) Zusatz von Meso-inosit 


Meso-inosit erwies sich bei unseren Testhefen in Mengen 
von 200—800 y pro Ansatz als voéllig wirkungslos*°). 


d) Zusatz von Biotin 


In Bestaétigung friiherer Versuche mit hochaktiven Roh- 
praparaten verursachte ein Zusatz von 10—50 y krystallisiertem 
Biotin-methylester**) bei Rasse M keine Z-Wirkung; die Girung 
war sogar einige Prozente kleiner als im Blankoversuch. Bei 
Koningsgist beobachteten wir mit den gleichen Konzentrationen 
eine geringfiigige Aktivierung. Wir werden weiter unten noch 
auf das Verhalten von Biotin zuriickkommen. 


**) Dieses und zahlreiche andere Priiparate verdanken wir der I.G. Farben- 
industrie A.G., Werk W.-Elberfeld. 

°°) Vgl. hierzu die Befunde von T. Philipson’). 

*') Das Priiparat von Biotin-methylester wurde in unserem Labora- 
torlum yon Herrn J. H. Verbeek dargestellt. 
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e) Zusatz von d,l-Pantothensiure 


Das Natriumsalz der d,l-Pantothensiure?*) wurde im Be. 
reich von 2,5 y—40 mg pro Ansatz auf Z-Wirkung gepriift. Wahren4 
Zusitze von 2,5—625 y bei unseren beiden Hefen wirkungslos 
waren, fanden wir mit hdheren Konzentrationen eine Giarungs. 
beschleunigung. Wie Fig. 1 zeigt, erreicht diese bei 5—10 me 
in beiden Fallen ein Maximum, nur reagiert ,,Koningsgist“ all. 
gemein starker auf die Anwesenheit von Pantothensiure: 



























100+ eGarungsaktivierung px 9 op nq, [00 % Garungsaktivierung , 
60+ | 80 | 
i | + 60 | 
2 tas 2 Stunde 
0 Eareeeei — 4 Lsrunde 


O Q312 0625 125 25 5 10 20 40 O O92062512 25 5 1 2 4 


img Na-Salz von Pantothensaure —_ mg NaSalz von Pantothenséure 


» Koningsgist* Fig. 1 Rasse M 


R. J. Williams*!) und E. F. Pratt, die die girungs- 
beschleunigende Wirkung von Pantothensiure zuerst feststellten, 
haben bisher nichts iiber das Auftreten eines derartigen Maximums 
berichtet. Die fiir die optimale Wirkung des Faktors erforder- 
lichen Konzentrationen sind auffallig gro’. Zum Vergleich haben 
wir auch f-Alanin geprift, fanden es aber bei Zusitzen vou 
200 y—1,6 mg nahezu wirkungslos. 


f) Zusatz von Lactoflavin (Vitamin B,), Cozymase, 
Nicotinsiureamid und Ascorbinsiiure 


Lactoflavin?*) gab mit beiden Testhefen in Konzentrationen 
von 0,02—50 y pro Ansatz 0—7°/, Garungsaktivierung; da die 
Fehlergrenze etwa 5°/, betriigt, kann Vitamin B, als wirkungs- 
los bezeichnet werden. P 

Kin Priparat von Cozymase**) (Co 290000) hatte in Uber- 
einstimmung mit dlteren Befunden von H. von Euler‘) und 
K. Myrback in Konzentrationen von 20—500y pro Ansatz 
ebenfalls keine girungsbeschleunigende Wirkung. Dementsprechend 
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war auch Nicotinsiureamid, ein Baustein der Cozymase, praktisch 


ohne Hinflu8, erst mit 4 mg machte sich in der ,,zweiten“ Stunde 


Ein Zusatz von Ascorbinsiure (400 y) war vollig wirkungslos. 


; eine Girungsaktivierung (20°/,) bemerkbar?®). 


g) Zusatz von Gemischen der verschiedenen Faktoren 


Wir sind nunmehr dazu iibergegangen, Gemische der ver- 


| schiedenen Faktoren auf Z-Wirkung zu priifen; hierbei ist eine 
' stattliche Zahl von Kombinationen méglich, zumal die einzelnen 
' Komponenten auch in quantitativer Hinsicht zu variieren sind. 


Wie erwartet?!), zeigte sich, daB Aneurin eine Einsparung 


‘der fir optimale Wirkung bendtigten Pantothensiiure-Zusiitze 
_ gestattet: 


Tabelle V 


Pantothensiure-sparende Wirkung von Aneurin 
(Mittelwerte der Girungsaktivierung) 























Koningsgist Rasse M 
Natriumsalz ee es Seer ) we 
von ohne B, mit 87 B, ohne B, | mit 8B, 
Pantothensiure [|————_—_ eae pecuenmmnenenee Pog 
1.Std. | 2.Std.| 1. Std. | 2.Std.} 1.Std. 2. Std. | 1.Std. | 2. Std. 
Obes ee ea Ot ON SY, | oF OF; O9,| 8*/,| 12%, 
0,5 mg . — | re 73 | |} 12 | 15 
(625mg... . 4 8 | - )} ee 
0,750 ,, oe 1/12 | 2i | 
| rere | 20 | 28 | | 26 | 28 
ae a tae ee 14 | | 4 | 6 | 
% ..<«+ekt (1 fos tee 9 |12 | 31 | 52 
oe gw Se eee 81 37 117 13 | 31 | 22 | 55 








In weiteren Versuchen zeigte sich, daB die Sparwirkung von 
Aneurin bei einem Zusatz von weniger als 1 y verschwindet; um- 
gekehrt ergab die Priifung héherer Konzentrationen (bis 2 mg) 
keine Steigerung des Effekts. Wir haben daher fiir die folgenden 
Versuche die Kombination von 1 mg pantothensaurem Natrium 
und 8y Aneurin hiufig als Standardmischung verwendet. 

Um die Frage zu kliren, ob auch andere Faktoren die 
Wirksamkeit der Pantothensiiure erhéhen, wurde sie in Kombina- 
tion mit #-Alanin bzw. Nicotinsiureamid und Cozymase in zahl- 
reichen Gewichtsverhiltnissen untersucht, jedoch ohne positives 
‘rgebnis. Auch die Erginzung des Paares Pantothensiure-Aneurin 
durch Adermin, f-Alanin, Nicotins’ureamid, Cozymase, Lacto- 
lliavin bzw. Biotin als dritter Komponente blieb ohne Erfolg, 

gx 
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trotzdem in quantitativer Hinsicht vielerlei Variationen geprif 
worden sind. 

Obschon #-Alanin fiir sich allein keine nennenswerte Girungy. 
beschleunigung verursacht, zeigt es in Kombination mit Aneuri 
eine nicht zu vernachlissigende Z-Wirkung; so fanden wir fi 
200 y @-Alanin mit 8 y B, bei Rasse M eine Aktivierung yor 
15°/, in der ,,zweiten* Stunde. Interessanterweise besa das 
Lacton der a, y-Dioxy-f, 8-dimethyl-buttersiure*®) — der andere 
Baustein der Pantothensiure — im Gemisch mit Aneurin (5007:8) 
keine Wirkung*), es wurde nur der gewodhnliche B,-Effekt 
erzielt. 

Nachdem Nicotinsiureamid fiir sich allein wenig aktiv be. 
funden wurde und es auch in Kombination mit Pantothensiur 
(ebenso wie Cozymase) keinen EinfluB hatte, waren wir iiber. 
rascht, daB es in Gemeinschaft mit Aneurin eine gewisse Wirkung 
besitzt. Die Garungsbeschleunigung (Tab. VI) tritt jedoch erst 
bei recht hohen Konzentrationen von Nicotinsiureamid in Er- 
scheinung, so daf sich unsere Hefen auch hierbei anders ver- 
halten als die Fleischmann-Hefe. 


Tabelle VI 


Nicotinsiiureamid und Aneurin bei Rasse M 




















Nicotin- ohne B, mit 8 y B, 
siiureamid 1. Stunde | 2. Stunde 1. Stunde 2. Stunde 
a saeseiciaNeiaahiibaiaaan mam sereeenevnnnsarteraseacstcme Anata I a 
ohne | GS, 15 °/ 
31 ¥ negativ negativ ? 16 
62 ,, e - 8 14 
125 ,, ' ” 9 17 
500 ,, oy, 3%, 9 21 
1 mg 3 4 12 29 
ea 19 | 16 21 50 











SchlieBlich haben wir auch noch ein Gemisch von Aneuri, 
Pantothensaure, Biotin, Meso-inosit und Adermin in verschiedenen 
Konzentrationen gepriift; hierhei wurde jedoch keine Géarungs- 
beschleunigung gefunden, die jene des Gemisches der beiden 
ersten Komponenten wesentlich ibertraf. , 





82) Vel. das analoge Verhalten beim Wachstum der Hefe: R. J. Williams 
u. E. Rohrmann, J. Amer. Chem. Soe. 58, 695 (1936). 
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| ausschlaggebender Bedeutung ist. 
erhalten, haben wir die genannten Aktivatoren zusammen mit 
' wechselnden Mengen Marmite im Girtest gepriift: 
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Es erhob sich nunmehr die Frage, ob das Faktorenpaar 


Pantothensiure-Aneurin, das sich bei den bisherigen Versuchen 
| als aktivste Kombination erwiesen hatte, in der Tat auch fiir die 


mit rohem Hefeextrakt zu erzielende Girungsbeschleunigung von 
Um hieriiber Auskunft zu 


Tabelle VII 


Zusatz von Marmite zu pantothensaurem Natrium 
(,,P.S.“) und Aneurin 





Rasse M 























Marmite ohne P.S. u. B, mit lmg P.S. | mit 1 mg PS. u. Sy B, 
1.St. | 28 | 1S | 28 | 1.8. 2. St. 
0 mg < S/F 6 FJ, 20 °/, 28 °/, 
ao 18°), $7 *, 26 51 32 65 
b a 30 66 36 82 36 103 
0. 36 110 | 14 134 
Koningsgist 


Marmite ohne PS. u. B, mit l1mg B.S. | mit 1 mg PS. u. 8y B, 























a — | 
Am | 28 | 1. 2.8t. | 1.8t. | 2. 8t. 
Omg an | 5% | 14%, | 26%, | 28%, 
25, 36%, | 41%, | 36 Bl |COB | 72 
50 26] «671~C«d|:SCOSS 98 | 61 106 
10, 68 | 140 69 13 46| 7 | 162 


Wie aus Tab. VIL hervorgeht, finden wir bei beiden Hefe- 
sorten in der ,,zweiten“ Stunde eine Additivitat der Wirkung 
des Faktorenpaares Pantothensaure-Aneurin und jener 
von Marmite; auch bei der ,,ersten“ Stunde ist deutlich zu er- 
sehen, daB der Effekt der beiden Zusatzgemische vonein- 
ander verhaltnismaBig unabhangig ist. Wollte man die 
Wirkung von Marmite ausschlieBlich auf die Anwesenheit von 
Aneurin und Pantothensiiure zuriickfiihren, so miBte dieser Hefe- 
extrakt den absurd hohen Gehalt von etwa 20°/, (+)Pantothen- 
siure aufweisen. Uber den Pantothensiiure-Gehalt von Marmite 


ist uns keine Angabe bekannt, er wird aber sicherlich nur sehr 
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bescheiden sein, da nach den Erfahrungen von R. J. Williams) 


und Mitarbeitern Leber — die ergiebigste Quelle — Pantothep. | 


siiure nur in der Konzentration von 1:25000 enthilt. 


IV. Versuche zur Auffindung anderer Z-Faktoren 


Aus den Ergebnissen des vorangehenden Abschnitts ist zy 


folgern, daB in Hefeextrakt auBer den untersuchten Bios-Faktorey 
noch andere Stoffe vorhanden sein miissen, die bei der Girungs- 
beschleunigung eine maBgebende Rolle spielen. Es blieb natiir- 
lich dahingestellt, ob es sich hierbei um Co-Faktoren oder um 
unabhingige Aktivatoren der Giarung handelt. Um diese Ver. 
bindungen kennenzulernen, standen 2 Wege offen; man konnte 
versuchen, die unbekannten Z-Stoffe durch Anreicherungsverfahren 





aus Marmite zu isolieren, wobei die auszuwertenden Fraktionen J 


in Gegenwart optimaler Konzentrationen der Bios-Faktoren auf 
zusitzliche Wirkung zu priifen waren. Da der Z-Test nach allen 
vorliegenden Erfahrungen als wenig spezifisch bekannt ist und 
eine derartige Differentialmethode das MeBverfahren mit weiteren 
Unsicherheiten belastet, schien diese Arbeitsrichtung nicht be- 
sonders aussichtsreich. 


Wir haben daher den 2. Weg bevorzugt, der darin bestand, 
rein empirisch nach Stoffen zu fahnden, die auf Grund ihres Vor- 
kommens und ihrer physiologischen Bedeutung eventuell auch 
bei der Garungsbeschleunigung mitwirken konnten. In diesem 
Zusammenhang hatte man sich zunichst die Frage vorzulegen, 
ob nicht die Erfahrungen der Praxis einen Fingerzeig geben, in 
welcher Richtung man suchen muBte. Bekanntlich kénnen die 
verschiedenen Heferassen je nach den Ziichtungsbedingungen recht 
schwankenden Fett-, Glykogen- und Eiweifgehalt aufweisen. Aus 
den Angaben der Literatur gewinnt man den Eindruck, daB die 
Fettbildung mit Girung und Wachstum, den aktiven Lebens- 
iuBerungen der Hefe, mehr indirekt (im Sinne eines Reservestofi- 
wechsels) zusammenhingt. Fir den Glykogen- und EKiweiBgehalt 
hat W. Henneberg**) die Regel aufgestellt, daB die Glykogen- 
menge im umgekehrten Verhiltnis zur KiweiBmenge steht. Nach 
demselben Autor bestimmt aber der EiweiBgehalt nicht regel- 
miBig den Wert als Backhefe. ,,Es gibt Hefen, die z. B. mit 





83) J. Amer. Chem. Soe. 60, 2719 (1938). 
54) Vgl. °), Erster Band, und zwar S. 261, 254 u. 244. 
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3) 339/, oder 62°/, HiweiB sehr gut (z. B. 70 Minuten), in anderen 


Fallen sehr schlecht im Teig giren.“ 

Trotz dieser fir unser Problem negativen Befunde haben 
wir zuerst bei den EiweiBbausteinen nach wirksamen Co-Faktoren 
gesucht. Obschon K.Myrbick®) und H. von Euler erwihnten, 
dJaB Aminosauregemische keinen Einflu8 auf die Garung haben, 
schien eine Nachpriifung aus verschiedenen Griinden wiinschens- 
wert. Zunichst ist das gesamte Problem seither durch die Zu- 
ginglichkeit von reinen Bios-F'aktoren auf eine andere Basis ver- 
schoben worden; dann wurden in der Zwischenzeit wichtige neue 
Aminosauren entdeckt und endlich ist aus den friiheren Angaben 
nicht zu ersehen, welche Aminosiuregemische seinerzeit gepriift 
worden sind. Ubrigens ist der EinfluB von Aminosduren auf das 
Wachstum der Hefe in den letzten Jahren in Zusammenhang 
mit dem Bios-Problem yon verschiedenen Forschern*® 3® %") unter- 
sucht worden. Uber Beziehungen von Aminosiuren zur Gurung 
ist in neuerer Zeit eine Mitteilung von T. Lieben**) und 
B. Bauminger erschienen; auf diese Arbeit werden wir hernach 
noch zuriickkommen. 

Um uns rasch dariiber orientieren zu kénnen, ob Amino- 
siuren bei der Kombination Aneurin-Pantothensaiure iiberhaupt 
eine zusitzliche Girungsbeschleunigung verursachen, haben wir 
3 Gemische von je 5 verschiedenen #-Aminosduren gepriift. Wenn 
der Effekt :positiv war, konnten wir bei dieser Arbeitsweise so- 
fort erkennen, ob die Aminosiiuren als giinstigere N-Quellen 
fungierten, oder ob sich auch konstitutionelle Kinfliisse geltend 
machen; in letzterem Fall wiirde die Aktivitaét der 3 Gemische 
wahrscheinlich nicht gleich sein. Die Zusatzlésungen enthielten 
pro Kubikzentimeter je 1 mg der folgenden Aminosiuren: 


Lésung I: 1(+)-Asparaginsiiure, Glycin, 1(+)-Iso-leucin, 1(—)-Tyrosin 
und 1(+)-Valin. 

Lésung II: 1(+)-Arginin, 1(+)-Glutaminsiure, 1(—)-Leucin, d,1-Phenyl- 
alanin und d,1-Prolin. 

Lésung II: 1(+)-Alanin, 1(—)-Cystin, 1(—)-Histidin, d,1l-Lysin und 
\(—)-Oxyprolin. 





35) N. Nielsen u. V. Hartelius, Biochem. Z. 295, 211 (1938); 296, 
359 (1938); 298, 125 (1938); 299, 317 (1938); 301, 125 (1939). 

36) R. J. Williams, R.E. Eakin u. E. E. Snell, J. Amer. Chem. Soe. 
62, 1204 (1940). 

37) W. Lash Miller, Trans. Roy. Soc. Can. 3. Serie, III, 30, 99 (1936). 

88) Biochem. Z. 279, 321 (1935) und frithere Mitteilungen. 
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Tabelle VIII 








































































































_Koningsgist ~ Rasse M 
; _ — ; 
arti +1 mg Panto- | + lmgPanto- 
Aminosiiure- ohne ——-> | thensiure | ohne —-> | thensiiure 
Gemische E + 87B, | + 8B, 
1. St. | 2, St. | 1. St.| 2. St. ]1. St. | 2. St. 1. St. | 2. St 
Ohne a-Aminosiiuren 0%, 0°%,| 21 1, 29 % 09) 0% 27 - o7 0) 
0,lcem Lésung I —_ |— 29 | 81 — |— | 44 | 67 
0,2 I 11 | 46 29 | 83 16 | 17 | 58 84 
0,3 , , I eel lias 38 97 13 | 18 52 88 
Gl. , II - |— | 88 46 | 
0,2 I 9 | 24 | 31 | 68 | 
GS » II _. ae 30 79 | 
0,1 . 2 10 {11 | 23 | 37 | 
OF III 14 | 23 | 27 52 
OS ax nt a 19 | 28 | 26 | 64 | 
0,1 cem I + 0,1 cem II | | 28 86 
02 , 1402 ,, II | 39 |104 | 
03 , 1+03 ,, I | — 45 | 116 | 
0,1 eemI + 0,1 cem IT | 
+OleemII.../16 | 50 | 15 | 21 | 59 | 70 
0,2 cem I + 0,2 eem Il | 
+ 0,2 eem III. 15 | 55 | | 25 | 39 | 69 /101 
Tabelle IX 
Z-Wirkung verschiedener Aminosiuren (in °/,) 
} oe Koningsgist Rasse M 
> - . ' 
Aminosiiure y | ohne —> | +8y7B, 4 a | ohne —> oe 7 q 
1. St.i2. sel St.|2. St.j1. St.| 2. St. [1. St.|2. St. [1. St 2.8 
ohne 4 —-_ * “s ac r 29 0! ol26 | x 
)} Alanin. . 400} 4) 9| 17 | 87 | 
l(+)]Arginin . ‘ 5) 7 | 22 | 35 | | 
1(+) | Asparaginsiure | _,, 14; 11 | | 34 45 
1(—) | Cystin . * 6; 5] 17 28 | | 
+) }Glutaminsiure | ,. 10; 10) | 30 41 
Glycin. 300] 10; 48) 27 | 69 | 26 83 | 
2% » oe 2/ 3 | 30; 6 
1(—) | Histidin . . - 5; 6 | 21 29 = 
1(+)]|Isoleucin. . . | , [-10; 1 | 8 34 | —-1 5 | 25 3 
1(—) | Leucin se 9; 20 25 39 
dillgsin....1,1 0| 2 | 23 | 32 
1(—) | Oxyprolin . .] ,, tt | 2 28 
,1 | Phenylalanin. | ,, 4} 4 | 25 29 
Seo. wee 3; 5 16 26 
jl |Serin . . . . [200] —6 —12 | 
) | Tryptophan 400) ~4/~ 1 | 7 
) Tyrosin a sen Sie ” | | 7 5 24 oh 
)} Valin. . is 6 9 | | |} 24 | 386 J—-1| 4 | 32 | 2 


- 4 ~™ ie BSD 65 i £=+4L4./ 
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Die Zahlenwerte von ‘Tab. VIII lassen keinen Zweifel dariiber, 


daB Aminosiiuren unter unseren Versuchsbedingungen die Girung 
peschleunigen kénnen; vor allem das Aminosiure-Gemisch I zeigt 


fir sich allein, wie auch als Zusatz zu Aneurin-Pantothensiure, 


' einen unerwartet groBen Effekt. 


Nach diesem Ergebnis gingen wir dazu iiber, jede der 
15 Aminoséuren, sowie auch Serin und Tryptophan, einzeln auf 


ihre Wirksamkeit zu priifen. 


a) Die Wirkung von Glycin 
Uberraschenderweise ist G@lycin (Glykokoll) jene 


| Aminoséiure, von der man am wenigsten einen spezi- 
'fischen Kffekt erwarten wiirde, weitaus am wirksamsten. 
| Wie Tab. [IX zeigt, verursachen 300 y Glycin bei Koningsgist 


eine Giirungsbeschleunigung, die in der ,,zweiten“ Stunde betriicht- 


lich gréBer ist als jene von 1008 y des Aneurin-Pantothensiure- 
Gemisches! Um sicher zu sein, daB nicht irgendeine Ver- 
'unreinigung im Spiele ist, haben wir uns durch Umkrystallisieren 
| und durch Verwendung verschiedener Glycin-Praparate syntheti- 
' scher Herkunft davon iiberzeugt, daB die beobachtete Wirksam- 


keit in der Tat dem Glycin selbst zukommt. 
Im Gegensatz zu Koningsgist tritt die Z-Wirkung bei Rasse M 


erst in Kombination mit Aneurin-Pantothensiure zutage. Aus den 
} schon erwaihnten iuBeren Griinden muBten wir auf die weitere 
| Verwendung der Berliner Testhefe verzichten. Wie uns spiater 
jo gfe die I. G. Farbenindustrie A.-G., Werk W.-Elberfeld mitteilte, zeigt 
+ aber auch eine Bickerhefe der Hagedorn-Ges., Rheda, den hier 


' beschriebenen KinfluB von Glycin auf die Garung. 


Es ist sehr charakteristisch, daB die Glycin-Wir- 


kung stets erst in der ,zweiten“ Stunde ein Maximum er- 
'reicht. Dies wird durch Tabelle X belegt, die zugleich ein 
Beispiel fiir eines der vielen Versuchsprotokolle darstellt. 


Ks war denkbar, da8 die Wirkung des Glycins durch eine 


'— Beeinflussung der Permeabilitiit zustande kommt, wie das von 
anderen Autoren") allgemein fiir die Erklirung des Z-Effekts 
zur Diskussion gestellt worden ist. Bei einer derartigen physi- 
| kalisch-chemischen Ursache ist jedoch die Sonderstellung des 
| Glycins unter den anderen Aminosiuren schwer zu _begreifen. 
| Wir hielten es daher fiir wahrscheinlicher, da8 Glycin 
in der Hefezelle als Baustein fiir die Synthese einer 
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Tabelle X 
Glycin-Wirkung bei Koningsgist 
eem CO, pro ]|,,Erste“ cem CO, pro matty: 

Zusitze Viertelstunde | Stunde Viertelstunde Stunde 
Se 2. | 3 | 4. feem|%} 5. | 6 | 7 | 8 | ccm) 
RENT i 0,88 |0,80/0,75]3,24| 0|0,71/0,71/0,72/0,71] 2,85. 0 
1007Glycin. . . . . 0,84| 0,86 0,89]3,45| 810,94) 0,98 0,89| 0,86] 3,67 97 
res. 0,83 0,89 0,95]3,56| 11.]1,03) 1,06 /1,04/1,06] 4,19 45 
ee 0,90 | 0,89 | 1,02]3,75| 171,07) 1,09/ 1,07) 1,12] 4,35. 51 
1007 ,, +87 B,. |0,98}0,99 1,09] 4,08) 28]1,17/1,15/0,98/0,97] 4,27 4 

| 

2007 ., +87B,. |0,89/0,95 1,10]3,92) 23 ]1,20/ 1,23 /1,18/1,24] 4,85. 6s 
3007 ., +8yB,. [0,92/1,03 1,17]4,16| 30] 1,18 1,22) 1,19/1,29] 4,88. 69 
300y ,, +8y7B, | | toad 

+ 10yP.8. . . |0,91/1,00 1,15]4,08! 28]1,18 1,22 1,19 1,27] 4,86. 6s 
300 y Glycin + 8 y B, | | | 

+ 1007P.8. . . |0,92/0,98 1,12]4,03 26]1,20 1,22) 1,18 1,25] 4,85. 6s 
300 y Glycin+ 8 y B, | | | 

+imgP.S. . . |0,94/0,98 1,14]4,08/ 28]1,23 1,32) 1,25 /1,35]5,15 7s 
Cs 2 we a 0,83/0,77 0,76]3,15| 0]0,75/0,77 0,72/0,70] 2,94 0 














Verbindung dient, die fiir die Girung von Wichtigkeit 
ist. Hierbei dachten wir in erster Linie an die Méglichkeit, dai 
Glycin sich mit «, y-Dioxy-@, 8-dimethyl - buttersiure zu einem 
niedrigen Homologen der Pantothensiure vereinigen kénnte. Als 
Argument fiir diese Hypothese lie sich die Tatsache anfiihren, 
daB bei der gemeinsamen Wirkung von Glycin und Pantothensiiure 
fiir den ,,Umbau“ der letzteren annihernd die aiquimolare Menge 
Glycin vorhanden ist. 

Zur experimentellen Priifung der genannten Arbeitshypothese 
haben wir die bisher nicht beschriebene ,,Nor-pantothensiure 
analog dem von R. Kuhn*) und Th. Wieland fiir die Synthese 
der homologen Saure veréffentlichten Verfahren dargestellt. Das 
erhaltene sirupése Produkt war jedoch im Girungstest voéllig un- 
wirksam ‘°), Auch die Kombination von Aneurin und dem Lacton 
der «, v-Dioxy-f, 8-dimethyl-buttersiure, sowie das Dreiersystem 
Aneurin-,,Lacton“-Glycin gaben nur Aktivierungen, die dem Ge- 
halt an Aneurin bzw. Glycin entsprachen. 

Fiir die Beurteilung der Verhiltnisse war es von Wichtig- 
keit, ob Glycin wihrend der Dauer unseres Girungstests eine 





8°) Ber. chem. Ges. 73, 971 (1940). 

40) In Anbetracht dieses Ergebnisses und der Unwirksamkeit des Lac- 
tons haben wir auf die Reindarstellung verzichtet, da diese vermutlich ebens0 
umstindlich ist wie jene der Pantothensiiure selbst. 
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KinfluB auf das Wachstum ausiiht. Durch Auszihlung der Zellen, 
wie auch durch nephelometrische Bestimmungen konnten wir fest- 
stellen, daB dies nicht der Fall ist: 


Zihlversuche. 


Anfangswert. ....... . . : 289-2,5 Millionen Zellen 
ohne Zusatz nach 1 Stunde. . . : 280-2,5 me " 
- ™ » 2 Stunden .. : 290-2,5 * ‘i 
mit 400 y Glyein nach 1 Stunde : 285-2,5 " 
400 os , 2 Stunden: 276- 2,5 


Nephelometrische Bestimmung. Auch diese Methode 


ergab bei Zusatz von 400 y Glycin selbst nach 5 Stunden keinen 
' Zuwachs. 


Bei weiteren Versuchen iiber die Glycin-Wirkung sind noch 


einige erwihnenswerte Ergebnisse erhalten worden: 


1. Mengen von mehr als 300 y Glycin verursachen bei unseren 
Versuchsansiitzen in der ,,zweiten“ Stunde keine gréBere Akti- 


| yierung. 


2. Zusatz von Aneurin als Erginzung zu Glycin kann bei 


Lieferungen der gleichen Hefesorte von recht verschiedenem Kin- 


fluB sein; so haben wir gelegentlich beobachtet, daB 200 y Glycin 


in der 1. Stunde 43°/,, in der 2. Stunde 59°/, Aktivierung gab, 


wihrend Aneurin diese Wirkung dann nicht erhéhte. Wahrschein- 
lich hiingt dies mit einem wechselnden Aneuringehalt der Hefe- 


| proben zusammen. 


3. Wenn Aneurin den Glycin-Effekt verstirkte, war es gleich- 


 giltig ob Mengen von 0,5—8 y zugefiigt wurden; wir haben daher 
bei spiiteren Versuchen zumeist 1 y B, verwendet. 


4. Um zu priifen, wie weit die Wirkung des Glycins spezifisch 


ist, haben wir Glycin-iithylester, Sarkosin, Betain, Kreatin und 


Kreatinin auf Z-Wirkung untersucht. Alle diese Verbindungen 
hatten keine oder nur eine geringe Wirkung. Bemerkenswert ist 
in diesem Zusammenhang jedoch die von R. J. Williams?!) und 
EK. F. Pratt beobachtete giirungsbeschleunigende Wirkung yon 
Athanolamin, das ja den dem Glycin entsprechenden Alkohol dar- 
stellt. Nach einer freundlichen Mitteilung von Herrn Dr. E. A uhagen, 
I. G. Farbenindustrie, Werk Elberfeld, zeigt Athanolamin eine 
Z-Wirkung, die etwa 60°/, von jener des Glycins erreicht. 

Wie an anderen Stellen dieser Arbeit bereits erwihnt wurde, 
ist der Verlauf der alkoholischen Girung bei Gegenwart von 
Aminosiiuren auch friiher bereits wiederholt studiert worden. Bei 
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den im AnschluB an Altere Arbeiten von F. Ehrlich‘) aus. 
gefiihrten Untersuchungen von C. Neuberg*’) und M. Kobel wurde 
beobachtet, daB Zucker in Gegenwart von Aminosduren rascher ver. 
girt wird als ohne diesen Zusatz. Zur Erklarung dieses Befunds 
wurden zwei Méglichkeiten diskutiert. Die erste davon besteht 
darin, daB ein Kondensationsprodukt von Zucker und Aminosiiure 
rascher abgebaut wiirde*’). Nach der zweiten Moéglichkeit wiire 
die raschere Kohlensiureentwicklung auf die Decarboxylierung 
der Aminosiure zuriickzufiihren. Diese Deutung ist fiir unsere 
Versuche sicher auszuschlieBen, da 300 y Glycin bei der Decar. 
boxylierung nur 0,1 com CO, liefern kénnen. 


Die Arbeiten von F. Lieben*) und Mitarbeitern schlieSen 
sich an jene von ©. Neuberg an. Die verwendeten Aminosiure- 
Konzentrationen waren etwa 80 mal gréBer als bei unseren Ver- 
suchen; da Glycin, d,l-Alanin und Histidin etwa gleich wirksam 
waren, ergibt sich keine Beziehung zu unseren Beobachtungen. 
Die abweichenden Ergebnisse diirften damit zusammenhingen, dai 
bei den Versuchen von Lieben ebenso wie bei jenen von Neu- 
berg keine anorganischen Stickstoffquellen zugegen waren, so 
daB die Anwesenheit von Aminosiuren im Vergleich zu den 
Blankoversuchen eine wesentliche Verbesserung des Nahrmediums 
bedingte. 


b) Die Wirkung von Alanin, Arginin, Asparagins&ure- 
Glutaminsiure, Leucin und Valin 


Wie Tab. [IX zeigt, geben die vorstehend genannten Amino- 
siuren eine gewisse Garungsbeschleunigung, die durch Aneurin 
bzw. Aneurin-Pantothensiure erhéht werden kann, wenn auch 
nirgends der Effekt entsprechender Glycin-Zusitze erreicht wird. 
Die Wirkung der friiher gepriiften Aminosiure-Gemische kommt 
wohl durch den additiven EKinflu8 der Komponenten zustande, 
doch ist bei gréBeren Zusiitzen auch hier eine Rolle als organische 
Stickstoffquelle in Betracht zu ziehen. Ein Zusatz von Alanin, 
Arginin, Leucin und Valin verursacht nur eine ganz geringfiigige 





41) Biochem. Z. 2, 52 (1906) und 18, 391 (1909). 

*) Biochem. Z. 162, 496 (1925) und 174, 464 (1926). 

3) Die Reaktion zwischen Glucose und Glycin ist von H. v. Euler 
und K. Josephson, Diese Z. 158, 3 (1926) poiarimetrisch untersucht wor- 
den. Die Glycin-Konzentration war aber fast 500 mal gréBer als bei unseren 


Ansiitzen. 
*) Vgl. °°), sowie Biochem. Z. 269, 69 (1934) und 277, 165 (1935). 
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Erhoéhung des Effekts von Glycin; dagegen erweisen sich Asparagin- 
siure und Glutaminsiure als wirksamere Co-Faktoren. (Tab. XI) 


Tabelle XI 


EinfluB von 1(+)-Asparaginsidure, 1(+)-Glutaminsiure, 
Biotin und Adermin auf die Girung von Koningsgist 








hu usiitze s neben 1 me Pantothensiure, 8 bd B, und ore wi as 1. St. | 2. St. 
Auaganggemiseh ek eo eS «a Oe eS «+ « OS Te, 
ee ec ee ke ee OO we Se 18 81 
4. . 400 , « Se ee ea ere a ee ee . . 120 88 
+2007 ,, + 200% Glutamine. a ee eee es 93 
‘, 400 : = a Se a 8 100 
+2007 , +2007 , + Sy Biotin- baie poate ——s 87 
+2007 ,, + 200 y a Se es bes eae es 5 18 84 
+200y , +2007 , +107 ,, + 6 Y Adermin . 138 64 
+200y_ ,, +2007 , +107 , +207 ” . Pl 59 








In obiger Tabelle sind neben den fiir die Aminosiuren er- 
haltenen Werten auch jene angefiihrt, die wir bei gleichzeitigem 
Zusatz von Biotin und Adermin beobachtet haben. Auf die hier- 
bei auftretende Hemmung werden wir spiiter zuriickkommen. 


Tabelle XII 


Priifung von Cystein, Methionin und natirl. Oxy-glutaminsiure 





























Koningsgist Rasse M 
omen: | - p 
‘ as F . | i+ lmgP.S. 5 mg P.S. 
Aminosiure y | ohne ——> | + 87 B, | +8yB, || +178, 
Re aeaie a —| a 
1.St./2.St. 1.St. |2.St./1.St. | 2.St. [}1. St. |2. St. 
ohneA 2... 0; | 0%, | | 12%/5| | 199/, | 219, | 299/, |] 229/, | 55%, 
Opsteim. «6 ss ss 400} O,, i. | | 14,, | 57,, 
Methionin . . e . 300 5 7? 7 9 7 9 | 21 ” 11 9 | 30 99 
Oxy- elutaminsiure « Baer 4, | Tu | Sw Fe | | 

















Zur Vervollstindigung unserer Erfahrungen tiber die Girungs- 
beschleunigung schien es wiinschenswert, die Liste der 17 Amino- 
siuren von Tab. IX noch durch einige weitere Vertreter dieser 
Stoffgruppe zu erginzen. Zunichst wurde noch Cystein gepriift. 
das bei Versuchen von J. Runnstrém*) und E.Sperber die aerobe 
Girung einer Backerhefe beschleunigte. Weiterhin war Methio- 
nin, der zweite schwefelhaltige EiweiBbaustein von Interesse und 


5) Biochem. Z. 298, 340 (1938). 
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endlich hatten wir noch zwei weniger leicht zugingliche Amino. 
siuren zur Verfiigung: die natirliche Oxy-glutaminsiure 
aus den Tumorarbeiten des Instituts, sowie d,l-Threonin, das in 
unserem Laboratorium in Zusammenhang mit synthetischen Ar. 
beiten auf dem Muscaringebiet dargestellt worden war. Wie 
Tabelle XII zeigt, waren die drei erstgenannten Aminosiiuren 
praktisch wirkungslos. 

Uber die Versuche mit Threonin, bei denen sich wichtige neue 
Gesichtspunkte ergaben, wird im folgenden Abschnitt berichtet, 


c) Die Wirkung von Threonin 

Durch die Untersuchungen von W. C. Rose**) und Mitarbei- 
tern ist vor einigen Jahren eine fiir den Organismus der Ratte 
unentbehrliche Aminosiure entdeckt worden, welche sich als die 
bis dahin unbekannte zweite stereoisomere Form von «#-Amino- 
f-oxybuttersiure ;erwies; wegen der riumlichen Beziehungen zu 
Threose erhielt sie die Bezeichnung Threonin. Wiahrend bei den 
Versuchen zur Synthese anfanglich nur das physiologisch unwirk- 
same Stereoisomere — Allo-threonin — erhalten wurde, ist es 
bald darauf H. D. West*’) und H. E. Carter gelungen, auch 
Threonin synthetisch zuginglich zu machen. 

Nach den Arbeiten der Schule von W. Lash Miller*®) schien 
es sich bei einem aus T'omatensaft in Form einer Kupferverbin- 
dung isolierten Bios-Faktor um das Salz einer Oxyaminobutter- 
siure zu handeln. Da das natiirliche Threonin ebenso wie struktur- 
und stereoisomere Oxy-aminobuttersiuren beim Hefetest keine 
Wuchsstoffwirkung zeigten, kam W. Lash Miller jedoch spiter 
zu der Annahme, da8 die Bios-Aktivitit des aus Tomaten isolier- 
ten Priparats durch einen geringen Gehalt an #-Alanin verur- 
sacht wurde. 

Zu unserer Uberraschung erwies sich Threonin beiw 
Girungstest als sehr wirksam, und zwar tritt die Girungs- 
beschleunigung im Gegensatz zum Glycin-Effekt bereits 
in der ersten ,Stunde“ unseres Tests auf, ohne daB die 
Gegenwart von Aneurin oder Aneurin-Pantothensaure 
erforderlich ist. 


46) R. H. MeCoy, C.E. Meyer u. W.C.Rose, J. of Biol. Chem. 112. 
283 (1935); C.E.Meyer u. W.C. Rose, ebenda 115, 721 (1936). 

47) J. of Biol. Chem. 119, 103, 109 (1937). 

48) Trans. Roy. Soc. Can. Sect. III (3) 28, 185 (1934); ebenda 29, 163 
(1935) und 30, 99 (1936). 
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Da Threonin demnach die charakteristischen Kigenschaften 
eines Z-Faktors besitzt, haben wir seine Wirkung auf die Garung 


 eingehend untersucht. Zur Verwendung kam ein nach dem Ver- 


fahren von H. D. West’) und H. E. Carter synthetisch dar- 


3 gestelltes Praparat von d,l-Threonin vom Schmelzp, 227—229° (un- 











Aus dem Verlauf der Girung (vgl 














. auch Fig. 2) ist zu 








korr.) 
Tabelle XIII 
Wirkung von d,l-Threonin auf Koningsgist 

ecm pro Viertel-},,Erste‘ | cem pro Viertel-  |,,Zweite‘ 
Zusatz stunde Stunde stunde Stunde 
2. 3. | 4. eem | °/, 5. | 6 | 4% | 8. cem | °/y 
shne. . . . «+ | 0,88 0,80 | 0,83 | 3,35 | — | 0,78 | 0,72 | 0,74 | 0,66 | 2,90 | — 
50 dl-Threonin | 0,88 | 0,80 | 0,86] 3,39) 110,77 | 0,72 | 0,74 | 0,66 2,89) 0 
1007 0,87 0,78 | 0,8613,35 |) 010,73 | 0,69 | 0,75 | 0,64}2,81| 0 
| 2007 1,12 1,06 | 0,92 | 4,13 | 23] 0,80 | 0,72 | 0,74 | 0,66] 2,92; 1 
63007 1,18 1,23 | 1,29] 4,93 | 47] 1,19 | 1,04 | 0,86 | 0,72 | 3,81 | 31 
F 400 y 1,16 1,20 | 1,29] 4,87 | 45] 1,21 | 1,12 | 1,12 | 1,07 | 4,52 | 56 
500 y 1,15 1,18! 1,26] 4,79 | 43] 1,24 | 1,14 | 1,12 | 1,08 | 4,58 | 58 


ersehen, 


daB die CO,-Entwicklung bei Zusatz von 200 und 300 y Threonin 














' q t t t i 
ccm CO> 
140F o—o ohnelusafz 
- o----0+200yd/-Threonin 
120 r —_ ORB... O----0+ 3007 “ “ 
ge a, OM OHOOY | 
| i 
060} a. 
7 ‘o 
060 iccicaill \ L | \ 1 
nach 2 3 4 5 6 7 _ & Wertelstunden 
Fig. 2 


im Laufe der zweiten Stunde wieder auf den Blankowert sinkt. 
_ Hieraus ist zu folgern, da8 Threonin bei seiner Wirkung auf die 
| cine oder andere Weise verbraucht wird. 

| Aus Tab. XIII geht weiterhin hervor, daB die maximale 
Girung mit 2007 und 500y Threonin anfanglich tbereinstimmt, 
sie bleibt jedoch bei der gréferen Dosis lingere Zeit auf gleichem 
| Niveau. Wenn Threonin ebenso wie bei der Ratte auch bei Hefe 
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ein Wachstumsfaktor ware und die gesteigerte CO,-Entwickluy; : 





durch die neugebildeten Zellen verursacht wiirde, sollte der Giirungs : ; 


verlauf bei den betreffenden Threonin-Zusitzen ein Fig. 3 ent. 


sprechendes Bild geben; die Garung miBte also nach dem Sti]. f 
stand des Wachstums weiterhin einen konstanten maximale,§ 


Wert zeigen, was nicht der Fall ist. 





5) 


comCO2, = i ? 
Garungwaéhrend' Garung nach 


derZellvermehrung \Wacistumsstillstand 


i ” it ~ 
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2007 
100¥ 





Ce ee 





| ohne Zusafz 











Zeit 
Fig. 3 


In der Tat hat die nephelometrische Wachstumsbestimmung 


und auch die Auszahlung der Zellen ergeben, da8 Threonin bei F 


unseren Versuchen keine Zellvermehrung der Hefe verursacht: 


Zihlvyersuche 
- |. Seer er ore ee ee 260 -2,5 Millionen Zellen 
Ohne Zusatz nach 5Stunden .... 277-2,5 - > 
2. Ammammewertt 2 ww ttt tw ts 271 - 2,5 mn ‘ 
Ohne Zusatz nach 5Stunden .... 262-25 i ; 
3. Mit 500y Threonin nach 5 Stunden. . 271-2,5 re ; 


Nephelometrische Bestimmung. Bei den mit den gleichen 
Hefesuspensionen ausgefiihrten Triibungsmessungen wurde nach 
5 Stunden in den Blankoversuchen 27 bzw. 23°/,, bei der Probe 


Oh 
30( 


F 300 


Gl 
W 
na 


vel 
2 





@ (rly 


unter Zusatz von 500 y Threonin 23°/, ,Zuwachs“ beobachtet, 


der offenbar in beiden Fallen durch Quellung der Zellen vor 
getiuscht wird. 


Durch Zusatz von Aneurin bzw. Aneurin und Pantothensaure F 


kann die girungsbeschleunigende Wirkung von Threonin erhiht 
werden, jedoch etwas weniger als dies bei Glycin der Fall ist: 


; ist 
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Tabelle XIV 














Einflu8 von Aneurin und Pantothensdure 
auf die Wirkung von Glycin und d,l-Threonin 
Koningsgist 
Aminosiure ohne -> + Sy B, | + 8y B, + 1mgP.S. 








Std. | 2.8td 





SS — = — —— 





Ohne 4) a 0 Vo 0) . 0 5 “lo 9 lo 21 a 29 ‘}. 
3007 Glycin. . . 10 48 27 69 26 83 
| 3007 Threonin. . 42 32 49 39 61 55 


Obschon der zeitliche Verlauf der Girungsbeschleunigung bei 
Glycin und Threonin verschieden ist, sind die fir die maximale 
Wirkung nétigen Mengen praktisch gleich groB. Es war nun 

_natiirlich von Interesse, die beiden Aminosiuren zusammen in 
verschiedenen Verhiltnissen und in Kombination mit Aneurin 
| zu priifen: 

Tabelle XV 

Girungsbeschleunigung durch Gemische von Glycin, 

d,l-Threonin und Aneurin, (Koningsgist) 





























Ohne + 507 +1007 | +2007 | +3007] +4007 
Zusitze Threonin |Threonin*)} Threonin | Threonin | Threonin | Threonin 
1.St.|2. St.] 1. St. 2. St.] 1. St. 2. St. | 1. St./2. St.] 1. St.|2. St.] 1. St./2. St. 
eGlycin. . . . | 0%! 0%} 1% 0%, 0% 0/,)239/,| 1/147 /,|31/,] 45 %,| 56°, 
en ot kag 1/1 415 | 4 [47 {44 43 (50 
8 j27 | 6 10 ]27 \19 41 152 43 (50 
11 [45 42 |68 | 
17 (151 30 {50 | 42 {54 
| 
Glycin 28 |48 }21 37 |45 (55 152 |68 [50 |69 [49 70 
re 23 68 [a2 55 aa joo fav jos a7 [oz Ja6 68 
Sy BR [30 169 44 |63 
__ 3 7B, 43 |64 143 64 | | 
R800y ,, 41 |64 44 | 67 | 























*) Es wurden auch kleinere Threonin-Zusiitze (von 0,47 ab) gepriift, 
jedoch keine Wirkung wabhrgenommen. 


Beziiglich der vorstehenden Versuchsergebnisse ist besonders 


F auf die Kombination von 100 y Threonin mit 200 y Glycin hin- 


zuweisen, die in der ,,ersten“ Stunde 42°/,, in der ,,zweiten“ 
68°/, Girungsaktivierung hervorruft, wihrend 200 y Glycin 11°/, 


| baw. 45°/,, 100 y Threonin allein jedoch tiberhaupt wirkungslos 


ist. Umgekehrt gibt 2007 Threonin 23°/, baw. 1°/,, 100» Glycin 


v 
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_ 





8°), baw. 27°/,, das entsprechende Gemisch dagegen 41°/, bay F- 


52°/, Aktivierung. Es handelt sich also offensichtlich nicht § 


um einen rein additiven Effekt, vielmehr scheint dje 
Wirkung der beiden Aminosiduren in irgendeiner Weise 
miteinander zusammen zu hingen. Wir werden hieray 
weiter unten zuriickkommen. 

Nach orientierenden Versuchen ist der Threonin-Effekt }e; 
Rasse M ebenso groB wie bei Koningsgist, wahrend die Wirkuny 
von Glycin im Falle der Berliner Hefe erst in Gegenwart als. 
reichender Aneurinmengen (2—8 7) hervortrat. Abgesehen yon 
Aneurin kamen natiirlich auch die zahlreichen anderen Stoffe. 
welche in den vorhergehenden Versuchen bereits fiir sich allein 
oder in Gemischen im Girtest gepriift worden sind, als Co-Faktoren 
fiir Glycin-Threonin in Betracht. Die bescheidene Wirkung von 
1 mg Pantothensiiure war bereits aus den Kombinationen yon 
Tab. XIV zu ersehen. Aber auch Biotin, Adermin, Nicotinsiiure- 
amid, Lactoflavin, sowie Gemische von Bios-Faktoren und Gemische 
verschiedener Aminosiuren verstirkten den Effekt von Glycin- 
Threonin—Aneurin nicht wesentlich. 


Es ist sehr auffillig, daB die CO,-Entwicklung bei 
derdurch Threonin—Glycin aktivierten Girung bei Gegen- 
wart von Biotin, Adermin bzw. dem Gemisch von Bios- 
Faktoren vermindert ist*). Man mu8 wohl annehmen, dai 
in den Hefezellen unter dem Einflu8 der genannten Wuchsstotie 
Veriinderungen vor sich gehen, welche die Zellvermehrung vor- 
bereiten. Die geringere CO,-Entwicklung wiirde dann nicht 
auf eine Hemmung der Desmolyse, sondern auf die er- 
héhte Verwendung von Brenztraubensidure fiir Synthesen 
in der Zelle zuriickzufiihren sein. Es wird die Aufgabe 
kiinftiger Untersuchungen sein, diese interessanten Beziehungen 
zwischen Girung und Wachstum niaher zu erforschen. 

Fiir die vorliegende Arbeit erhob sich nun die Frage, inwie- 
fern die durch Threonin—Glycin—Aneurin verursachte Girungs- 
aktivierung mit der durch Hefeausziige, wie Marmite, hervor- 
gerufenen iibereinstimmt. Hs sei daran erinnert, daB das Faktoren- 
paar Pantothensiure—Aneurin bei entsprechenden Versuchen 
(Abschnitt IIIg) seine Wirkung verhiltnismaBig unabhingig von 
den in Marmite enthaltenen Z-Faktoren ausiibte. . 


#) Vgl. hierzu auch Abschnitt III d), sowie die Versuchsergebniss¢ 
von Tab. XI. 
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Tabelle XVi 
EinfluB anderer Stoffe auf die Wirkung von d,l-Threonin, 
Glycin und Aneurin bei Koningsgist 






































100 y 100 100 v 
Threonin, | Threonin,|Threonin,} 309 y 
iadaad Ohne >| 3007 200 7 1007 | Threonin 
susatze ov cin, | Glycin, | Glycin, 
B, 1 7 Bb, ly B, 
1 1. 8t,|2 2. St.] 1. St. 2.St. 1. St. 2 St. 1 1.St.)2 St.| 1.St,2. St. 
Ohne 4 44°/,|63°/ 144 49), 699), 45°, 55°, 499), 32° ‘ 
8 y 43 68 
167 | [42 66 
32 7 | Pantothen- 40 61 
62 siure 4] 68 145 61 
15 y 39 5d 
YAY) 7 ; 43 59 
Sy\ Biotin- 34 847 
207 J methylester | 39 «(155 
1 ow 9Q 97 
a ; i , 
oY | Adermin 23. «(|23 
Ly | | 28 24 
Bee | 43 70 
/ | Nicotinsiure- | = bi 
ri amid | 5() bile 
t] | j e 6 
2 y Lactoflavin a7. 6%, 42 \34 
0,1 eem 16 21 28 (12 
0.2 eem 30. 30 36 «| 15 
6 0.3eem | Bios- 34 {20 
© (.4eem{ Lésung*) [35 (36 | 36 (21 
0,5 com 32 140 
0.8 cem | 53 55 
WO) 9 , 34 166 
/ Bs € - 9 
100 | ¢ lutamin- 119 110 [34 1/79 
BI) 5 | siiure 91 | 
/ _ iv 
100 Cystein 38 (59 
100 y | 44 63 | 
(0) Amino- 45 69 | | 
| 140y(  séuren**) | 43 (68 
280 y | 45 (68 | 





‘) Die Bios-Lésung enthielt pro 0,1 eem 0,57 Aneurin, 1,25 y Biotin- 


methylester, 250 y pantothensaures Natrium, 0,57 Adermin und 25 y Meso- 


inosit. 
**) Die verwendete Liésung enthielt gleiche Gewichtsmengen der folgen- 
den 7 Aminosiuren: 1(+)-Alanin, 1(+)-Arginin, 1(+)-Asparaginsiure, 1(+)- 


. Glutaminsiure, 1(—)-Leucin, 1(+)-Isoleucin und 1(+)-Valin. 


ok 
G 
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Tabelle XVII 
Vergleich der Wirkung von Marmite 








eidcmtenaiee 


50 y Threonin | 100 y Threonin | 200 y Threonin 
Ohne > 100y Glycin =|2007 Glyein | 4007 Glycin 











Marmite 0,5 y Aneurin 1 y Aneurin 2y Aneurin 
1.Std. | 2.Std. | 1.Std. | 2.Std. | 1.Std. | 2.Std. | 1.Std. | 2. sta 

Omg 07, | oy, | 247, | 444, | 407, | 634, | 43%, | 629 
Img 5 | 5 | 43 — 69 
2 mg 28 25 49 | 73 
3mg 36 =| «37 | 66 | 90 
dmg 58 | 66 
7mg 73 95 














Der Vergleich der mit Pantothensiure—Aneurin (Tab. VIE 


und mit Threonin—Glycin—Aneurin (Tab. XVII) erhaltenen Girung:. 
aktivierungen in Beziehung zu der Wirkung von Marmite ist sehr 
lehrreich. Wie man sieht, ist die Wirkung der neuen Kombination 
mit jener der kleineren Marmite-Dosen durchaus in Parallele m 
setzen; 3017 des Gemisches von Threonin—Glycin—Aneurin (vor- 
letzte Spalte) entsprechen in der Aktivitit etwa 4 mg Marmite. 
Wahrend jedoch die doppelte Konzentration des Faktorengemisches 
keinen héheren Effekt verursacht, geben griBere Mengen Marmité 
noch eine weitere Steigerung der CO,-Entwicklung. Letzteres kanu 
zum T'eil auf Zellvermehrung (vgl. Tab. I) zuriickgefiihrt werden: 
daneben wird sich die Anwesenheit von zahlreichen, in den friiheren 
Abschnitten besprochenen Stoffen des Hefeextrakts geltend mache, 
wie Pantothensiure, Asparagin- und Glutaminsiure usf. Ks ist 
méglich, daB die Z-Wirkung von Marmite durch das 
Zusammenspiel der bisher genannten Stoffe verursacht 
wird, doch halten wir es nicht fiir ausgeschlossen, dab 
es noch immer nicht identifizierte Faktoren ode: 
Co-Faktoren gibt. In dieser Hinsicht wird die Ausdehnung 
der Versuche auf anderé Heferassen am raschesten Klarheit ver- 
schaffen. 

Was die quantitative Seite betrifit, hatten wir am Ende des 
ITl. Abschnitts eine ausschlaggebende Rolle der Pantothensiiure 
als unwahrscheinlich bezeichnet, da diese in unphysiologisch hoher 
Konzentration in Marmite vorhanden sein miiBte, um dessel 
Z-Wirkung erkliren zu kénnen. Wenn die giirungsbeschleunigend 
Wirkung von Marmite in der Tat vor allem auf dem Gehalt au 





Th 
und von d,l-Threonin-Glycin-Aneurin. (Versuche mit Koningsgigt ‘ 
“lies 
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“Threonin und Glycin beruht, so ergibt eine Uberschlagsrechnung, 
‘dab etwa 6°/, dieser Z-aktiven Stoffe vorhanden sein miiBten, 
‘ywovon héchstens 1°/, (—)-Threonin ware. Diese Konzentrationen 
‘liegen durchaus im physiologischen Bereich. In Anbetracht der 
| schwierigen Isolierung von Threonin aus Naturprodukten haben 
F wir vorlaufig davon abgeschen, diese Aminosiiure aus Marmite dar- 
‘mustellen, zumal dies in quantitativer Hinsicht wenig besagen wiirde. 


d) Uber den Zusammenhang von Glycin- und 
Threonin-Effekt 


Im Abschnitt [Va haben wir — vor allem wegen der rela- 


‘tiven Latenz der Wirkung in der ,ersten“ Stunde — auf die 
| Méglichkeit hingewiesen, daf Glycin in der Hefezelle als Bau- 
S stein fiir die Synthese eines Z-Faktors dient. Die Vermutung, 
es wirde sich hierbei um ,,Nor-pantothensdure“ handeln, lieB sich 
‘nicht bestitigen. Nachdem die Wirksamkeit von Threonin ent- 
'deckt war, lag es nahe, an analoge Beziehungen zwischen dieser 
| Oxyaminosiure und Glycin zu denken. Ein Blick auf die Formel 
‘von Threonin zeigt in der Tat, daB dieses nach Art einer Aldol- 
| Kondensation aus Glycin und Acetaldehyd entstehen kénnte: 


COOH COOH 
| | 
H,N—CO<fy H,N—CH 
4} a aa | 
H—C=0 HC—OH 
| | 
CH, CH, 


(—)-Threonin 


Im Laboratorium ist der Aufbau von d,l-Threonin aus Acet- 


| aldehyd und Hippurséure durch eine Arbeit von H. E. Carter ®), 
'P. Handler und D. B. Melville im Prinzip bereits experimentell 
'verwirklicht worden, wobei Benzoyl-a-amino-crotonsiure-azlacton 
als Zwischenprodukt diente. 


Fiir die Biosynthese des Threonins ist vor allem an zwei 
Mechanismen zu denken, die durch formale Analogien bei stick- 


| stofffreien Verbindungen zu stiitzen sind: 


1. Verkniipfung unter Kinflu8 einer ,,Aldolase“. 
Bekanntlich konnten O. Meyerhof®!) und K. Lohmann den 


 Nachweis erbringen, daB in Gewebsausziigen, vor allem im Muskel- 


°°”) J. of Biol. Chem. 129, 359 (1939). 
*) Vgl. vor allem Biochem. Z. 286, 301 (1936). 
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und Hefeextrakt, aus Dioxy-aceton-phosphorsiure und Aldehyde i 


unter dem Kinflu8 von ,,Aldolase* Ketophosphorsaiuren mit yer. 
lingerter C-Kette entstehen; es sei hierbei insbesondere auf dj: 


Bildung von Methyltetrosephosphat bei der durch Fluorid i Ee 


hemmten Girung verwiesen. In unserem Fall wiirde ein unbe. 
kanntes Bioderivat von Glycin enzymatisch mit Acetaldehy; 
kondensiert werden. 


2. Verkniipfung nach dem Vorbild der Acyloinbildung. 


Kin anderer Mechanismus — bei dem wir die Art der wirk. 
samen Enzyme auBer Diskussion lassen — bestiinde darin, dat 
Glycin zunichst zur Iminoglyoxylsiure dehydriert wird. Dam 
ergibt sich der Anschlu8 zu den von C. Neuberg®’) und J. Hirsc| 
beschriebenen Acyloin-Kondensationen, deren Mechanismus in dey 
letzten Jahren Gegenstand zahlreicher Untersuchungen war®’, 

Die Biosynthese von Threonin aus Iminoglyoxylsaure und 


,nascierendem* Acetaldehyd bzw. Brenztraubensiure ware dann 
durch folgendes Schema darzustellen: 


COOH COOH COOH COOH 
nyt, —2- HN=CH > unao | #28, H,N—CHi 
a HC. —-OH HC—OH 
ou, CH, CH 


Wir nehmen an, daB bei der Biosynthese der Aminosiiure 
das von W. C. Rose**) und Mitarbeitern aus Fibrin isolierte 
natiirliche (—)-Threonin**) entsteht. Auf die Wirksamkeit der 
Antipoden des Threonins (und des Allo-threonins) werden wit 


5*) Biochem. Z. 115, 282 (1921); 128, 608 (1922). 

°3) Vel. vor allem W. Dirscherl u. A. Schéllig, Diese Z. 252 
53 u. 70 (1938), sowie friihere Arbeiten von W. Dirscherl. Ferner 
W. Langenbeck, H. Wrede u. W. Schlockermann, Diese Z. 22%. 
263 (1934). 

4) C, E. Meyer u. W. C. Rose [J. of Biol. Chem. 115, 721 (1936), 
haben die Konfiguration des natiirlichen Threonins im Sinne oben stehender 
Formel bewiesen; wegen der konfigurativen Beziehungen zu d(—)-Threos 
bezeichnen sie es als d(—)-Threonin. Diese Nomenklatur scheint uns jedocl 
nicht gliiecklich, da Threonin nach seiner physiologischen Bedeutung zu den 
Aminosiuren gehért. Es wire daher zweckentsprechender, mit der be 
zeichnung 1(—)-Threonin die Konfiguration am «-C-Atom zugrunde zu legen, 
so daB auch dieser Eiwei8baustein — wie die iibrigen ,,natiirlichen‘‘ Amino 
siiuren — zur |-Reihe gerechnet wird. 
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: spiter zuriickkommen; an dieser Stelle sei nur erwihnt, da8 aus 
- 100 y Glycin, das in der ,,zweiten* Stunde 27°/, Garungsaktivie- 
' rung gibt, theoretisch 159 y (—)-Threonin entstehen kénnen, 
| wihrend 100 y (—)-Threonin, entsprechend 200 y d,l-Form, in 
- der ,,ersten* Stunde die Girung um 23°/, erhdhen; dies spricht 
| in der Tat fiir eine derartige Beziehung, ist aber natiirlich nicht 


beweisend. 

Bekanntlich gelingt es bei den oben erwihnten Neuberg- 
schen Girversuchen — nach Zusatz von Benzaldehyd — (—)-Phenyl- 
acetyl-carbinol (C,H, - CHOH - CO. CH,) mit einer Ausbeute von 
mehr als 20°/, d. Th. zu isolieren. Wenn es méglich wire, bei 
der Giirung in glycinreicher Niihrlésung in analoger Weise optisch 
aktives Threonin zu gewinnen, so kénnte dies auch in priipara- 
tiver Hinsicht von Bedeutung sein. Unsere orientierenden Ver- 
suche in dieser Richtung hatten jedoch nicht den gewiinschten 
Erfolg; die aus den Girfliissigkeiten isolierten Krystallisate gaben 
im Test praktisch nur den Glycin-Effekt. Dieses negative Er- 
gebnis konnte verschiedene Ursachen haben; so war es denkbar, 
daB das gebildete Threonin die Hefezellen nicht verlaft oder 
bei der hier viel linger dauernden Gdarung chemisch ver- 
‘indert wird. 

Da der chemische Nachweis eventuell gebildeter kleiner 
Threoninmengen in Anbetracht der schwierigen Isolierung und 
der fiir unsere Zwecke kaum geeigneten analytischen Methoden *) 
wenig Erfolg versprach, muSten wir uns im Rahmen dieser Ar- 
beit darauf beschriinken, die Bildung von Threonin aus Glycin 
wenigstens auf biologischem Wege wahrscheinlich zu machen. 
Zu diesem Zwecke haben wir zunichst in Testversuchen gepriift, 
ob nach dem Auftreten des Glycin-Effekts ein Zusatz von 
Threonin noch von Einflu8 ist. 


Die in Fig. 4 dargestellten Ergebnisse lassen erkennen, daf 
bei der durch Glycin bereits aktivierten Hefe (Koningsgist) 
Threonin keine wesentliche Steigerung der CO,-Entwicklung her- 
vorruft. Die Girungsintensitit bleibt jedoch durch nachtrig- 
lichen Zusatz von Threonin- bzw. Glycin-Lésung linger auf 
gleichem Niveau. Standen diese Befunde bereits in Kinklang 
mit der Annahme einer Biosynthese von Threonin aus Glycin, 


) T. Higasi, S. Mayedau. H. Matsuoka, Scient. Pap. Inst. Physic. 
and Chem. Research 38, 170 (1939), sowie R. J. Block, D. Bolling u. 
M. Webb, J. of Biol. Chem. 133, Scient. Proc. S. XIV (1940). 
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so wird man durch die folgenden Versuche noch mehr von de 
Richtigkeit dieser Auffassung bestirkt. 


Zwei Portionen von 250 mg Koningsgist wurden in je 5 cem 
der gebriuchlichen Nahrlésung suspendiert und zur einen Hilfte 
5 ccm destilliertes Wasser gegeben (,,Blankohefe“). Zu der anderen 
Halfte figten wir 2 mg Glycin in 5 ccm Wasser (,,Glycinhefe“, 
Die Hefesuspensionen wurden auf je 5 Kélbchen verteilt und 
75 Minuten bei 30° geschiittelt; die CO,-Entwicklung bei der 
,Glycinhefe* war dann etwa 50°/, gréBer als bei der ,,Blanko- 
hefe“. Nunmehr wurden die Hefeproben von jeder der zwei Serien 























T T T T T T T y ' | y A 
com CO» | Pigeon hach 60Min zugefuot: 
100+ c —— o---0 200ydl-Threonin 
noob ‘A * O----O L00¥ Glycin 
9 S 0 O2¢cm Wasser 
080+ ‘ 
070+ 
060+ netysaz ee 
(| on a eee ee 
NMah2 3 4 5 6 7 8 JY  Wertelstunden 
Fig. 4 


vereinigt, abzentrifugiert, in frischer Nahrlésung suspendiert und 
wieder auf je 5 Kélbchen verteilt. Bei dem hierauf ausgefiihrten 
Girtest kam somit an Stelle der gew6éhnlichen Koningsgist die 
auf diese Weise erhaltene ,,Blankohefe“ und ,,Glycinhefe“ zur 
Verwendung. 

Wihrend aus Tab. XVIII nur die Gesamtgirung in der 
,ersten* und ,,zweiten“ Stunde zu entnehmen ist, kann aus den 
Fig. 5a und 5b die CO,-Entwicklung von Viertelstunde zu Viertel- 
stunde ersehen werden. 

Die graphische Darstellung bringt deutlich zum Ausdruck, 
daB die Giarkurven bei ,,Glycinhefe“ mit und ohne Zusatz von 
Threonin oder Glycin praktisch zusammenfallen, wahrend jene 
der ,,Blankohefe“ erst nach den entsprechenden Zusitzen das 
gleiche Niveau erreichen, und zwar mit Threonin direkt, mit 
Glycin nach 60 Minuten. 
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Tabelle XVIII 


Verhalten von ,,Glycin-Hefe* bei Zusatz von d,l-Threonin. 
























































» Blankohefe“ ,» Glycinhefe“ 
1. St. | 2. St. 1. & 2. St. 
Aktivierung | Aktivierung 
Zusatz a “ee ee reer 
| SESS SLSs | SLSs sess 
sga~-ai8gie~-aisa-aiag o 
| BS wos = we SS wo SS ws 
SM ESIOM ES SOMES SMES 
SH BS Sy ke | Sy Bs) Oy ke 
2m OMe Rw me ome & HO 
ohne... ..-- 0 °/ 0%, | 32°, 0°%, 31 a P | 0%, 
+1007 Glycin . . [15 3% 29 —2 | 35 | 3 
+ 100y d, l-Threonin 30 —1 | 28 | -2 
+2007 27° «| 85 34 1 35 3 
+3007 —s,, 33 | 42 
T T T L a — 
comC0z _,Glycinhefe 
Q90;F « ve + 
060+ SV Neen 
O70 F 





omen CAne Lusalz 

060+ °—°+2007Glycin 4 

050 ; 5k one 

, Sy One ceeee Oo + a } a 

o--0 +200 yd Threonine -°S00yd:Tmneonin| 00 Tneonin 

nath2 3 4 5 6 7 &8Wiertel nah2 3 4 5 6 7 &8VWertel- 
Stunden stunden 


Fig. 5a Fig. 5b 
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050 Fo—~ +2007 Glycin 














Um zu priifen, ob die Nihrlésungen, welche durch Abzentri- 
fugieren von den Hefeproben getrennt worden sind, noch Glycin 


' oder eventuell bereits biosynthetisch entstandenes Threonin ent- 
_ halten, wurden sie bei weiteren Testversuchen mit gewohnlicher 
 Koningsgist auf Z-Wirkung untersucht: 


Tabelle XIX 


Priifung der abzentrifugierten Nahrlésungen auf Z-Wirkung. 








+ 100 + 200 y + 300 y 


Zusatz Ohne -> d,l-Threonin | d,l-Threonin|d,1-Threonin 


1. St.| 2.St. ] 1. St./ 2. St. 1. St./ 2.8t. | 1. St. /2.St. 








i 


it Neji " | Q * 0/ 0/ | 0/ FA 0/ 90 
Ohne ° . e ° . . 0°/o| 0°, 9 io | 4 /0 40 /o| 0 lo D4°/5 | 32 Ve 


+2 ecem Substrat der 


»Blankohefe‘|-4 |-11 |-1 -9 [12 |-10 | 
+2eem Substrat der 7 | 
»Glycinhefe“ | 1 |- 2 9 0 50 | 41 
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Durch die Zusitze muBte das Fliissigkeitsvolumen bei diese, 
Versuchen von 2 auf 3,3 com vergréBert werden. Wie aus de, 
mit Threonin — ohne gleichzeitigen Zusatz von Substratlésungen — 
erhaltenen Werten hervorgeht, wird die Garungsgeschwindigke; 
durch die VolumvergréSerung wenig beeinflubt; selbstverstindlic) 
hatten wir dafiir gesorgt, daB die Konzentration von Zucker un( 
anorganischen Salzen modglichst tibereinstimmend war mit jene: 
der iiblichen Testversuche. 

Die beschriebenen Versuche fiihren zu dem wich. 
tigen Ergebnis, daB in der Hefezelle mit groBer Wabhr. 
scheinlichkeit Threonin aus Glycin (und Acetaldehy( 
bzw. Brenztraubensiure) synthetisiert wird; das ent. 
standene Threonin bleibt jedoch in den Zellen oder wir( 
jedenfalls nicht in nachweisbarer Menge an die Nihr. 
ldsung abgegeben. 

Bemerkenswert ist noch der aus Tab. XIX zu entnehmende 
Befund, daB das Substrat der ,,Glycinhefe“ weniger giirungs. 
hemmende Stoffe enthilt als jenes der ,,Blankohefe“, die bei der 
Girung auf den eigenen Vorrat an Z-Faktoren angewiesen war. 
Die bei unseren Versuchen stets beobachtete langsame Abnahme 
der Blankogirung scheint hiermit in Zusammenhang zu steheu. 

Uber die Frage, in welcher Weise die Garungsbeschleunigung 
durch Threonin zustande kommt, labt sich vorliufig wenig sagen. 
Man kénnte daran denken, daB Threonin auch bei der Hefe fiir 
den Aufbau von wichtigen Proteinen erforderlich ist, die dani 
ihrerseits fiir die Girung von Bedeutung sind; eine andere Mig- 
lichkeit bestiinde darin, da8B das Threoninmolekiil als solches z. b. 
einen Hilfsstoff bei der Wirkung der Carboxylase darstellt**). 

Die Untersuchung — welche natiirlich auf andere Hefen aus- 
gedehnt werden muf — soll insbesondere auch hinsichtlich der 
Wirkung stereoisomerer Aminosiuren ergiinzt werden®’), 


Der I. G. Farbenindustrie A. G., Werk Elberfeld, haben wir 
fiir mannigfache Unterstiitzung der Arbeit sehr zu danken. 


6) Vgl. den EinfluB von Aminosiiuren bei der nicht fermentativen 
Decarboxylierung der Brenztraubensiiure, W. Dirscherl u. H. Nahm, 
Diese Z. 264, 41 (1940). 

57) Anmerkung bei der Korrektur (26.6. 1941): Inzwischen haben wit 
bereits festgestellt, daf bei Koningsgist nur (—)-Threonin, d.h. also die 
als Eiwei8baustein yorkommende Form, im Giirtest wirksam ist. 
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Methyloxydationen im Tierkérper 
Der Abbau alkyl-substituierter Malonsaéuren 


Von 


Karl Bernhard 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Ziirich, Schweiz) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Mai 1941) 


Umwandlungen von Methyl- in Carboxylgruppen wurden erst- 
malig von Verkade und Mitarbeitern’) auch fiir den Stofiwechsel 
sewisser Fettsiuren nachgewiesen. Im Harne auftretende geringe 
Dicarbonsiiuremengen zeigten, daB Capryl-, Pelargon-, Caprin- 
und Undecylsiiure w-oxydiert werden. 

Nach B. Flaschentriger und K. Bernhard?) ist diese 
w-Oxydation lediglich ein Sonderfall hiufig beobachteter Oxy- 
dationen von CH,- zu COOH-Gruppen. Solche Vorginge sind nach 
einem Vorschlag von R. Kuhn, F. Kohler und L. Kohler’) 
zweckmiBig als Methyloxydationen zu bezeichnen. 

B. Flaschentriger, K. Bernhard, C. Léwenberg und 
M. Schlapfer‘) fanden fiir die «-Methyl-benzolsulfamino-laurin- 
siure im Stoffwechsel des Hundes stattfindende Methyl- und an- 
schlieBende @-Oxydation. Kuhn, Kéhler und Kohler*) erhielten 
nach Fiitterung von Siiuren, welche f-stiindig methyl-substituiert 
waren, in guter Ausbeute entsprechende Dicarbonsauren. 

In beiden Fallen kann die eintretende Methyl-Oxydation im 
Sinne einer Auswegreaktion gedeutet werden. Infolge Sperrung 
der normalerweise von dem vorhandenen Carboxyl aus verlaufen- 
den Verbrennung, wird durch eine weitere COOH-Gruppe ein 
neuer Angriffspunkt geschatien. 

Ich habe in der vorliegenden Arbeit den EinfluB einer «-stiin- 
digen COOH-Gruppe auf den oxydativen Abbau gesittigter Fett- 
siuren untersucht. Salze derartiger Dicarbonsiuren CH, -(CH,), 
‘CH.(COOH), besitzen den Vorteil guter Léslichkeit und werden 
vom Tier ohne Stérungen ertragen. Solche Versuche diirfen sich 
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aber nicht nur auf einzelne Glieder beschranken, sie miissen viel. 
mehr auf eine homologe Reihe ausgedehnt werden. Gesunde 
Hunde erhielten einem normalen Futter beigemischt, die folgen. 
den analysenreinen Verbindungen: n-Amyl-, iso-Amyl-, n-Hexy). 
n-Heptyl-, n-Octyl-, n-Nonyl-, n-Decyl-, n-Undecyl-, n-Dodecyl., 
n-Tetradecyl- und n-Cetyl-malonsiure. 

n-Amyl-, iso-Amyl-, n-Hexyl- und n-Heptyl-malonsiure wur- 
den zu 52, 60, 45 und 45°/, analysenrein aus den Harnen zuriick 
erhalten. (Rohausbeuten 79, 72, 57 und 52 °/,.) 

Nach Fiitterung von n-Octyl-malonsiure (I) konnten 3,25°) 
(roh 3,95 °/,) @-Carboxy-sebacinsiure (II) neben geringen Mengen 
Ausgangsmaterial (etwa 6,9 °/,) aufgefunden werden. 


Die n-Nonyl-malonsiure (III) ergab 8,84°/, a@-Carboxy-unde- 
can-disiiure [bzw. ¢-Carboxy-nonandicarbonsiure -(1,9)] (IV). (Rob- 
ausbeute 18,35 °/,.) 


Prinzipiell gleich verhielt sich die n-Decyl-malonsiure (V), 
Ks wurden 2,11°/, (Rohausbeute 3,27 °/,) «-Carboxy-dodecan-disiure 
(a-Carboxy-decandicarbonsiure-1,10) isoliert (V1). 
H,C-(CH,),-CH-COOH -——» COOH-(CH,),-CH-COOH 


A | | 
| COOH COOH 
I II 


Ii,C-(CH,),-CH-COOH ~~» COOH-(CH,),-CH-COOH 


A | | 
COOH COOH 
Ul IV 


H,C-(CH,),-CH-COOH ——» COOH.(CH,),-CH-COOH 
| | 
t COOH COOH 
Vv VI 


n-Undecyl-, n-Dodecyl-, n-Tetradecyl- und n-Cetyl-malonsiure 
hinterlieBen keinerlei Abbauprodukte, sondern verschwanden villi. 


Beschreibung der Versuche 
(Mitbearbeitet von Frl. stud. phil. Heidi Steinhauser) 


1. Darstellung der Sauren. Die Diithylester wurden in der ib- 
lichen Weise durch Kondensation der entsprechenden Alkyl-bromide, -jodide 
oder -chloride mit Malonester in Gegenwart von Natrium-iithylat erhalten. 
Die freien Siiuren haben wir aus Benzol umkrystallisiert. Schmelzpunkte 
und Analysen sind aus der folgenden Zusammenstellung ersichtlich. 
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Schmelzpunkte : 
Formel = C | H | Aqu. Gew. 
e { ‘of | | | 
| ee ie | Gef. | Ber. Get. | Ber. , Gef. 
; | | | LL 
IH... - 82 82 |55,14/55,20| 8,10 vr 87,05 87,26 
; CHO (iso)*) | 93, 98 96  |55,14|55,37/ 8,10] 8,17/ 87,05, 86,88 
ECHO, - - | 103—105 105 157,41 /57,67| 8,57] 8,96| 94,05) 93,60 
Pc H.0.") - 95 96  |59,37/59,47/ 8,97) 8,99 101,07) 100,82 
.¢ flO, . . |113,5—115 114 61,06 61, 01} 9,33] 9,03 | 108,08) 107,70 
F CigHO, - . |104,5—-105,5 107—108} 62,56) 62,70] 9,64| 9,60 | 115,07) 115,24 
c; 1,0, . . |118,5—-120 117 63,88 64,03} 9191] 9,93 | 122/09] 121,70 
‘HO, . 108,5 109 165,07 65,22/10,15 |10,09 | 129,10) 129,40 
C-H,.O, . . | 120—121,5 120  [66,12/65,90|10,37 |10,39 | 136,11) 136,16 
a0, . «1 Mieckia 119 167,94 68,18 |10,74 |10,74 | 150,12) 151,30 
CHO! 120—121 124 169,51 69,40/10,98 {10,73 | 164,15 164,08 





*) Aus Benzol-Ligroin. 
**) Priiparat von Eastman-Kodak, Rochester U.S.A.; aus Benzol um- 
krystallisiert. 


2. Stoffwechsel-Versuche. Die Siiuren wurden als wibrige Lisungen 
der Natriumsalze zwei Hunden M (9) und B () mit einer normalen Nahrung 
verfiittert. Dieselbe bestand fiir Tier M aus 150 g Reis und 50 gr magerem 
Pferdefleisch, fiir Tier B aus 200g Reis und 50g Fleisch. Die Dauer 
der Versuche sowie die angewandten Siuremengen sind in der nachstehen- 
den Tabelle angegeben. 























Versuchs- Menge Siiure Harn- 
Hund} dauer = mengen *) 
mg total 

Tage*) die/kg g eem 

n-Ar me waleneinns ae 5 7 100 | 7,5 5310 
iso-Amyl-malonsiiure . . B 12 64 | 10,0 7670 
n-Hexyl-malonsiiure a 5 10 100 |= 13,5 7500 
u-Heptyl-malonsiiure . . 3 10 100 12,0 11750 
n-Octyl-malonsiiure . . M 11 86 10,0 8310 
n-Nonyl-malonsiiure. . . M 16 94 | 15,0 12190 
n-Decyl-malonsiiure. . . 3 10 102 | 12,0 12300 
n-Undecyl-malonsiure. . M 6 98 4,0 4510 
n-Dodecyl-malonsiiure . . M 12 9] 10,0 9910 
n-Tetradecyl-malonsaure. | B 8 104 9,0 10970 
n-Cetyl-malonsiure . \ 12 85 10,0 8120 





. 


*) Inklusive Nachperiode 


3. Extraktion der Harne. Wiihrend der Fiitterungsdauer und einer 
wuschlieBenden 2tigigen Nachperiode sammelten wir méglichst quantitativ 
die sich ergebenden Harnmengen. Sie wurden nach Filtration iiber Kieselgur 
hei kongosaurer Reaktion 5mal je 4—5 Stunden mit etwa 1,5 Liter Ather 
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auf einer Maschine geschiittelt. Den so behandelten Harn engten wir bej 
neutraler Reaktion und méglichst tiefer Temperatur im Vakuum auf 400 bis 
600 cem ein. Diese Konzentrate wurden angesiiuert und in gleicher Weise 
5mal mit Ather extrahiert. Die iitherischen Ausziige hinterlieBen durchwegs 
braune, teilweise krystallisierende Riickstiinde und wurden getrennt aufge. 
arbeitet. Nur aus den Extrakten der nativen Harne, nicht aber aus den. 
jenigen der Harnkonzentrate erhielten wir die unveriinderten Siuren oder 
deren Abbauprodukte. 


4. Isolierung der Sauren aus den Harnextrakten. — n-Amyl- 
malonsiure. Der itherische Riickstand wurde mehrmals mit 
heifem Benzol behandelt. Daraus schieden sich 3,555 g bei 78° und 
2,379 g bei 70—71° schmelzende, (zusammen 5,934 g = 79,129) 
noch braune Krystalle ab. Sie wurden in waBriger Lisung mit 
Tierkohle behandelt und aus dem nahezu farblosen Filtrat wieder 
ausgeithert. Durch Umkrystallisieren des atherischen Riickstandes 
aus Kssigester resultierten 3,906 g oder 52,08 °/, reine n-Amyl- 
malonsiure. Schmelzp. 82°, Mischschmelzpunkt mit Ausgangs- 
material ohne Depression. 

3,360 mg Subst.: 6,82 mg CO,, 2,40 mg H,O. — 106,0 mg Subst. brauch- 
ten 12,15 cem 0,1 n-NaOH. 

C.H,,0, (174.1) Gef. C 55,38 H 7,99  <Aqu.-Gew. 87,24. 


Iso-amyl-malonséure. Zur Abtrennung von Verun- 
reinigungen digerierten wir den Atherriickstand zuerst mit war- 
mem Petrolither und lésten anschlieBend in heiBem Wasser. Die 
Siure wurde aus dieser stark braunen waBrigen Liésung ausge- 
ithert, nochmals mit Petrolither behandelt und dann in heivem 
Benzol gelést. Daraus gelang mit Ligroin in 4 Fraktionen die 
Abtrennung von zusammen 7,185 g Krystallen. Schmelzpunkte 
85, 81 und 78°. Rohausbeute 71,85 °/, 

Die Reinigung der Rohkrystalle erfolgte durch Erwarmen 
der wiiBrigen Lésung mit Tierkohle. Durch Umkrystallisieren 
aus Benzol konnten 6,00 g = 60°/, reine Iso-amyl-malonsiure 
erhalten werden. Schmelzp. 96°, Mischschmelzpunkt mit Ausgangs- 
material 96°. 

3,575 mg Subst.: 7,22 mg CO,, 2,62 mg H,O. — 98,5 mg Subst. 
brauchten 11,30 cem 0,1 n-NaQH. 

C.H,,0, (174,  Gef. C55,07 H 8,19 Aqu.-Gew. 87,17. 


n-Hexyl-malonsiure. Aus der Liésung des itherischen 
Riickstandes in heifem Wasser resultierten in 4 Fraktionen 
7,714 g (= 57,14°/,) bei 103, 99, 97 und 96° schmelzende 
Krystalle. Sie wurden aus heiSem Wasser unter Anwendung von 
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| Tierkohle umkrystallisiert. Ausbeute an reiner n-Hexyl-malon- 
' siure 6,094 g oder 45,14 °/,. 

| Schmelzp. 105°, mit Ausgangsmaterial im Mischschmelzpunkt 
| keine Depression zeigend. 
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3,633 mg Subst.: 7,65 mg CO,, 2,81 mg H,O. — 102,4 mg Subst. 


prauchten 10,8 eem 0,1 n-NaOH. 


C,H,,0, (198,)  Gef. C 57,42 H 8,65 Aqu.-Gew. 94,81. 


n-Heptyl-malonsiure. Der atherische Riickstand war in 


| Benzol véllig léslich. Daraus konnten 4,795 und 1,482 ¢ zu- 
Fsammen 6,277 g (= 52,33 °/,) bei 88° und 78° schmelzende Kry- 
| stalle isoliert werden. Ihre Liésung in Essigester wurde noch- 
' mals mit Kohle behandelt. Aus Benzol umkrystallisiert ergaben 
| sich 5,35 oder 44,58°/, reine n-Heptyl-malonsiiure. Schmelzp. 96°, 
' Mischschmelzpunkt mit Ausgangsmaterial 96°. 


3,274 mg Subst.: 7,14 mg CO,, 2,66 mg H,O. — 3,755 mg Subst. 


- brauchten 3,708 cem 0,01 n-NaOH., 


C, oH,sO, (202,14)  Gef. C 59,48 H 9,09 Aqu.-Gew. 101,2. 


1 
10 


n-Octyl-malonsiure. Die wifSrige Lésung des iitherischen 


_ Extraktes wurde nochmals intensiv ausgeithert und der Riick- 
| stand dieser Ausziige in der Wirme mit Benzol behandelt. (Ben- 
 zollisung A.) Den nicht léslichen Anteil nahmen wir in heiBem 
' Wasser auf, trennten von braunen Schmieren ab und itherten 
' uach Ansiiuren aus. Nach Abdunsten des Athers wurde in Wasser 
' gelést und mit wenig Kohle erwirmt. Beim Abkiihlen des Fil- 
| trates bildeten sich in 2 Fraktionen (815 und 109 mg) 424 mg 
| Krystalle, die bei 102° schmolzen. Mischschmelzpunkt mit Aus- 
' gangsmaterial (113°) 96°. 


3,367 mg Subst. brauchten 4,026 cem 0,01 n-NaOH. Aqu.-Gew. 83,63. 


Durch mehrmaliges Umkrystallisieren aus Essigester-Benzol 
ergaben sich bei 106° schmelzende Krystalle. Sie reagieren 
kongo-sauer und sind in Ather, Alkohol, Aceton, Essigester und 
warmem Wasser leicht léslich. 

3,071 mg Subst.: 6,03 mg CO,, 2,04 mg H,O. — 3,256 mg Subst. 
brauchten 3,976 cem 0,01 n-NaOH. 

C,,H,.O, (246,14) Ber. C 53,63 H 7,37 Aqu.-Gew. 82,04 

Gef. ,, 3,50 .,,. 74a os 81,88. 


Kine Probe wurde durch vorsichtiges Erwarmen auf etwa 140° 
decarboxyliert. Der rasch krystallisch erstarrende Riickstand 
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schmolz aus heiBem Wasser umkrystallisiert bei 132°. Im Misch. 
schmelzpunkt mit reiner Sebacinsiure trat keine Depression eip, 

3,234 mg Subst.: 7,04 mg CO,, 2,57 mg H,O. — 3,215 mg Subst. braueh. 
ten 3,182 cem 0,01 n-NaOH. 

C, H,,0, (202,14) Ber. C 59,37 H 8,97 Aqu.-Gew. 101,07 

Gef. ,, 59,36 ,, 8,89 ‘ 101,03. 

Aus Mutterlaugen konnten weitere Krystalle erhalten werden, 
Die Ausbeute an @-Carboxy-sebacinsiure betrug damit 350 me 
(= 3,25°/,). Aus der Benzollésung A schieden sich bei sukzes. 
sivem Kindunsten 453, 445 und 326 mg (zusammen 1,224 o) 
Krystalle mit Schmelzpunkten von 88, 92 und 89° ab. Nach 
mehrmaligem Umkrystallisieren aus heiBem Wasser (unter An- 
wendung von Kohle) und aus KEssigester bzw. Essigester—Benzol 
verblieben 130 mg bei 102°, 325 mg bei 104° und 237 mg bei 
105° schmelzender Krystalle. Im Mischschmelzpunkt mit n-Octyl. 
malonsiure trat keine Depression ein. Es diirfte sich um Anus. 
gangsmaterial handeln, das beim weiteren Umkrystallisieren den 
Schmelzpunkt nicht mehr anderte. Ausbeute 6,92 °/,. 


3,768 mg Subst. brauchten 3,566 eem 0,01 n-NaOH. 
C,H, Aqu.-Gew. Ber. 108,08 Gef. 105,6. 


Krystallfraktionen aus Endlaugen lieferten durch Decarboxy- 
lierung 30 mg Sebacinsiure, Schmelzp. 129°, im Mischschmelz- 
punkt mit Sebacinsiure keine Depression ergebend. Sie ent- 
sprechen 37 mg Tricarbonsiure. 

n-Nonyl-malonsaiure. Zur Abtrennung evtl. vorhandener 
n-Nonyl-malonsjiure wurde der Atherextrakt mit warmem Benz 
ausgezogen, welches eingedunstet 940 mg dunkelbraunen, nich 
krystallinischen Riickstand hinterlicB. Das nicht Benzollésliche 
nahmen wir mit heiBem Wasser auf und erhielten beim stutfen- 
weisen Einengen der wiiBrigen Phase 1,167, 1,804, 0,040 und 
0,105 g bei 78, 77, 73 und 108° schmelzende Krystalle. (Tota! 
3,116 g = 18,35°/,.) Durch Kohlebehandlung der stark braunen, 
wibrig-alkoholischen Liésung dieser Krystalle konnte eine aller- 
dings verlustreiche Reinigung erzielt werden. Aus heiBem Wasser 
mehrmals umkrystallisiert ergaben sich feine glinzende Krystalle. 
Ausbeute 1,50 g = 8,84°/,. Schmelzp. 86—87°. 

3,920 mg Subst.: 7,93 mg CO,, 2,78 mg H,O. — 4,202 mg Subst. braucb- 
ten 4,861 eem 0,01 n-NaOH. 

C,,H,,0, (260,28) Ber. C5 

Gef. 5 


i 3776 Aqu.-Gew. 86,73 
7 » hee - 86,44. 
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Die Saéure ist in Alkohol und warmem Wasser leicht léslich. 


| Sie krystallisiert aus Wasser in feinen glinzenden Nadeln. Kine 
' Probe wurde durch Erhitzen iiber den Schmelzpunkt decarboxy- 
 jiert. Der krystallinische Riickstand gab aus Alkohol—Wasser 


umkrystallisiert bei 107—108° schmelzende Krystalle. Schmelz- 
punkt der Undecandisiiure oder Nonan-dicarbonsiure-(1,9) 109 °. 

3,120 mg Subst.: 6,99 mg CO,, 2,57 mg H,O. — 2,989 mg Subst. brauch- 
ten 2,761 cem 0,01 n-NaOH. 

C,,H20, (216,27) Ber. © 61,09 H 9,32 Aqu.-Gew. 108,14 

Gef. ,, 61,09 ,, 9,22 ; 108,24. 

Die eingeengte wiBrige Phase aus der die Rohkrystalle aus- 
fielen, haben wir mit Methanol in Gegenwart von Schwefelsiure 
yerestert und den durch Ausschiitteln mit Ather erhaltenen ,,Ester“ 
verseift. Die. Isolierung weiterer krystallisierender Fraktionen 
gelang nicht. 

n-Decyl-malonsiure. Nach vorangegangener Behandlung 
mit heiBem Benzol, welches eingedunstet lediglich braune Schmieren, 
aber keine n-Decyl-malonsiiure hinterlieB, wurde der Ather-Riick- 
stand in heiBem Wasser aufgenommen. Aus dieser Lisung schie- 
den sich nach lingerem Stehen in der Kilte 481 mg (= 3,27°/,) 
Krystalle ab. Sie schmolzen aus heiBem Wasser in Gegenwart 
von einigen Tropfen verdiinnter Salzsiure mehrmals umkrystalli- 


/ 


siert bei 89° (beginnendes Sintern bei 76°). Ausbeute310 mg = 2,11°/,. 

3,351 mg Subst.: 6,58 mg CO,, 2,42 mg H,O0. — 3,242 mg Subst. brauch- 
ten 3,338 eem 0,01 n-NaOH. 

C,,H,.0,-H,O (292,19) Ber. € 53,39 H 828  Aqu.-Gew. 97,4. 
Gef. , 5306 ,. Gee 9 97,1. 

Die in Alkohol leicht léslichen glinzenden Krystalle ver- 
lieren beim Trocknen im Vakuum bei 100° ihr Krystallwasser 
und schmelzen nach erreichter Gewichtskonstanz bei 98°. 

14,250 mg Subst. verlieren 0,898 mg statt nach der Theorie 0,912 mg. — 
3,562 mg Subst.: 7,49 mg CO,, 2,55 mg H,O. — 3,371 mg Subst. brauchten 
3,695 cem 0,01 n-NaOH. 

C,,;H..0, (274,18) Ber. C 56,91 H 8,08 Aqu.-Gew. 91,43 
Gef. ,, 57,36 ,, 8,01 a 91,20. 


Eine Probe wurde durch Erhitzen iiber freier Flamme decarb- 
oxyliert. Der feste Riickstand schmolz aus stark wiBrigem, 
heifem Alkohol unter Verwendung von etwas Kohle umkrystalli- 
siert bei 128°. Schmelzpunkt der Dodecan-disiure oder Decan- 
dicarbonsiiure-(1,10) 127°. 
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4,285 mg Subst.: 9,87 mg CO,, 3,70 mg H,O. — 3,271 mg Subst. braueh. 
ten 2,844 eem 0,01 n-NaOH. 

C,.H,.0, (230,18) Ber. C 62,56 H 9,64  Aqu.-Gew. 115,09 

Gef. ,, 62,82 ,, 9,66 ” 115,02. 

Aus der urspriinglichen, véllig zur Trockne eingeengten wig. 
rigen Phase konnten durch Veresterung und Verseifung weitere 
25 mg roher «-Carboxy-dodecandisiiure gewonnen werden. 

n-Undecyl-, n-Dodecyl-, n-Tetradecyl- und n-Cetyl. 
malonsiure. Die atherischen Extrakte der nach Fiitterung 
dieser Séuren gesammelten Harne ergaben bei der Aufarbeitung 
keine organischen krystallisierten Anteile. Es wurden lediglich 
die bei Harnextraktionen immer auftretenden braunen Schmierey 
erhalten. Alle der vier verfiitterten Siuren sind hinreichend 
iither-léslich und aus dem Harne auf diesem Wege isolierbar, 
Auch entstandene Tricarbonsiuren waren wohl durch das zur An- 
wendung gelangte bewihrte Extraktions-Verfahren abtrennbar. 


Herrn K. Rietsehe danken wir fiir seine Hilfe bei den Tierversuchen. 


Diskussion der Ergebnisse 


Von den untersuchten, in kleinen tiglichen Dosen gegebenen 
Dicarbonsiuren verlassen n-Amyl-, iso-Amyl-, n-Hexyl- und 
n-Heptyl-malonsaure den Tierkérper zu 79, 72, 57 und 52°), 
(Rohausbeuten) unveriindert. Sie sind derart gut léslich, daB die 
Ausscheidungsgeschwindigkeit wohl gréBer ist, als die Oxydations- 
geschwindigkeit. Die «-stindige Carboxylgruppe bedingt jeden- 
falls ein voéllig verschiedenes Verhalten gegeniiber Fettsiiuren mit 
gleicher C-Zahl der Kette. Ganz kirzlich priiften R. Emmrich, 
P. Neumann und J. Emmrich-Glaser 5) alkylierte Bernstein- 
siuren im Stoffwechsel des Hundes: d,l-Athyl-, Propyl-, Butyl- und 
Hexyl-bernsteinsiure verbrennen gréBtenteils nicht, ebenso Di- 
methyl-, Di-n-butyl- und n-Butyl-malonsiure. Die pro Kilogramm 
K6rpergewicht verfiitterten Mengen waren allerdings bedeutend hiéher 
als bei meinen Versuchen. Mit fortschreitendem Anstieg in der homo- 
logen Reihe werden alkylsubstituierte Malonsiuren leichter abgebaut, 
die Verhaltnisse ‘indern sich sprunghaft: n-Octyl-malonsiiure ver- 
brennt bereits weitgehend, nur eine kleine, nicht rein erhaltene Menge 
konnte im Harn aufgefunden werden. Auf dieser Stufe setzt die 
Methyloxydation ein unter Entstehung einer dritten COOH-Gruppe, 
es bildet sich e@-Carboxy-sebacinsiure. Diese w-Oxydation wieder- 
holt sich, und zwar auf Grund der gré8eren Ausbeute an «-Carb- 
oxy-undecandisiure offenbar in verstirktem MaBe bei der 
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'n-Nonyl-malonsaure. Ausgangsmaterial wurde nicht angetroffen, 
‘quch nicht nach Fiitterung der n-Decyl-malonsiure, welche «-Carb- 
‘oxy-dodecandisiure ergab. Alle drei der erstmalig erhaltenen 
‘Tricarbonsiuren lassen sich durch Decarboxylierung leicht in die 
fentsprechenden Dicarbonsiiuren, ni&mlich Sebacin-, Undecan-di- 
‘und Dodecandisiéure iberfihren. 


Von den niedrigeren Tricarbonsiuren ist die Carboxy-bern- 


‘steinsiiure in Ather leicht léslich, das gleiche diirfte wohl zu- 
‘treffen fiir die «-Carboxy-adipin- und die «-Carboxy-korksiure. 
Ich habe die Riickstinde aus nicht mehr krystallisierenden End- 
Jaugen jeweilen verestert und nach Verseifung mit Ather aufge- 


nommen. Nach Abdunsten verblieben hellbraune Schmieren, aus 


‘denen keine der genannten Verbindungen isoliert werden konnte. 


Nach der Bildung einer dritten COOH-Gruppe scheint von 
ihr aus eine f-oxydative Verbrennung nicht einzutreten. Die 
n-Decyl-malonsiiure hatte sonst neben «-Carboxy-decandicarbon- 
siure-(1,10) (VII) auch «-Carboxy-sebacinsaure ergeben (II). Die 
auftretenden Tricarbonsiiuren werden also in Analogie zum Ver- 
halten der aus #-Methyl-/-n-hexyl-acrylsiure-methylester sich 
bildenden 2-Methyl-hepten-(1,2)-1,7-dicarbonsiure*) oder gewisser 


‘aus Polyen-carbonsiiure-amiden entstehenden Dicarbonsiure-mono- 
'amiden®) ohne weiteren Abbau ausgeschieden. Eindeutig beweisend 
'wiren natiirlich nur Stoffwechselversuche mit den entsprechenden 
 Verbindungen selbst. 


Die héheren alkyl-substituierten Malonsiuren, n-Undecyl-, 
n-Dodecyl-, n-Tetradecyl- und n-Cetyl-malonsdure erscheinen nach 
Fiitterung nicht im Harne. Es ist anzunehmen, daB sie eher 
verbrennen als gespeichert werden. Sie verhalten sich scheinbar 


wie gewohnliche Fettsiiuren oder wie héhere Dicarbonsiuren’). 


Wie sich der EKinfluB der a-stindigen Carboxylgruppe auswirkt, 


'li8t sich nicht angeben, vielleicht kann Decarboxylierung auf- 


treten. Jedenfalls besteht kein zwingender Grund zur Annahme, 
daB die Verbrennung erst mit Schaffung einer w-stindigen COOH- 
Gruppe und nachfolgender (-Oxydation erfolgt. 

B. Flaschentriger und K. Bernhard’) haben (zum Teil 


bei den gleichen hier verwendeten Hunden) bei Capryl-, Pelargon- 


und Caprinsiiure-Fiitterung eintretende Methyloxydation beobachtet. 
Von den untersuchten substituierten Malonsiiuren sind es 


' wieder, wenn man sich den Malonsiiurerest wegdenkt, diejenigen 
mit 8, 9 und 10 C-Atomen, die methyloxydiert werden. Das 
Maximum liegt unter dieser Voraussetzung wie bei den Fettsiure- 
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versuchen bei der 9 C-Atome aufweisenden Saure. Die Ling | 
der C-Kette ist demnach fiir eine auf Grund entstehender J)j. 
oder Tricarbonsiiuren nachweisbare Methyloxydation von Fettsiure, 


bestimmend. 

Aus der folgenden Zusammenstellung ist ersichtlich, daB die 
Ausbeuten an Tricarbonsiuren in allen Fallen bedeutend hihe 
als diejenigen an Dicarbonsiuren nach Fettsiure-Fiitterung sind. 





ne 














C oe °/) Di-siure , ri °/, Tri-siiure 
Zab) | Pettsiuren -_______— Subst. Malonsiure | ______— 
” roh | rein | rein rol; 
8 Capryl- 0,85 | 0,56 Octyl- 3,25 3 95 
y) Pelargon- 0,23 | 0,12 Nony]- 8,84 | 1835 
10 Caprin- 0,12 | 0,03 Decyl- 993 | 357 


Dabei war die Malonsiiuremenge pro die und kg um das 


6—10fache geringer als bei den Fettsiure-Fiitterungen. Die 
a-stindige COOH-Gruppe foérdert also ausgesprochen den Kintrit: 
der Methyloxydation, was uns unter Annahme einer Sperrung 
der f#-Oxydation von der primiren COOH-Gruppe aus verstiind- 
lich erscheint. 

Zusammenfassung 


1. Ks wurde der EinfluB einer «-stindigen Carboxylgruppe 
auf den oxydativen Abbau gesiittigter Fettsiiuren im Tierkérper 
untersucht. 

2. Zu diesem Zwecke gelangten alkyl-substituierte Malon- 
siiuren als Na-Salze in kleinen Mengen wihrend mehrerer Tage 
an normale Hunde zur Verfiitterung. 

3. n-Amyl-, Iso-amyl-, n-Hexyl- und n-Heptyl-malonsiure 
werden gréB8tenteils unverindert im Harne ausgeschieden. 

4. Von der n-Octyl-malonsiiure wurde nur ein geringer Tei 
wieder aufgefunden, hingegen lieB sich a@-Carboxy-sebacinsiur 
isolieren. 

5, n-Nonyl- und n-Decyl-malonsiure sind nach Verfiitterun 
im Harne nicht nachweisbar, dieser enthilt aber in erheblichew 
MaBe «-Carboxy-nonandicarbonsiure-(1,9) bzw. kleine Menget 
o-Carboxy-decandicarbonsiure-(1, 10). 

6. n-Octyl-, n-Nonyl- und n-Decyl-malonsiure werden den- 
nach zu entsprechenden Tricarbonsiuren methyloxydiert. 

7. n-Undecyl-, n-Dodecyl-, n-Tetzadecyl- und n-Cetyl-malon- 
siure verschwinden vollig. Sie diirften abgebaut oder dann depv- 
niert werden. 
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8. In Analogie zum Verhalten einfacher Fettsiuren ist die durch 
auftretende Tricarbonsaiuren bewiesene Methyloxydation auf 
' Verbindungen einer bestimmten C-Zahl beschrankt und erreicht 
jhr Maximum bei der Nonyl-malonsiure. 

9, Die Methyloxydation von Fettséuren wird durch eine 
- w-stindige COOH-Gruppe in quantitativer Hinsicht stark nach 
der positiven Seite beeinfluBt. 
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Uber das Vorkommen von Dibromtyrosin 
neben Dijodtyrosin im Spongin 
Von 
D. Ackermann und Ernst Miiller 
Mit 2 Figuren auf Tafel I 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Wirzburg) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Mai 1941) 


Die Drechselsche Jodgorgosiiure, deren Identifizierung mit 
d,l-3,5-Dijodtyrosin wir ganz besonders M. Henzes?') Unter- 
suchungen zu danken haben, ist nicht nur als Bestandteil des 
Gorgonins aus dem Achsenskelett mancher Korallenarten be- 
obachtet worden, sondern auch im Spongin des Badeschwamms 
als sicher vorkommend geschildert. Im Laufe einer Untersuchung 
iiber halogenhaltige Abbauprodukte des Spongins kamen wir in 
die Lage, uns mit dem Dijodtyrosin aus Schwiimmen niher zu 
beschiaftigen. 

Es gelang uns bei oft wiederholten Versuchen nach viel- 
stiindigem Kochen mit Baryt tiber eine Silberfillung immer wieder 
zu einem jodhaltigem Kérper zu kommen, der in seinen Eigen- 
schaften weitgehend mit Dijodtyrosin iibereinstimmte. Vor allem 
fiihrte die Bestimmung seines Halogengehaltes zu Werten, die 
auf Jod berechnet, den fiir Dijodtyrosin erwarteten von 58,65"), 
mit nur geringen Differenzen erreichten. Als wir indessen dazu 
iibergingen, auch die C- und H-Werte zu bestimmen, ergaben 
sich Abweichungen von etwa 5°/, tiber dem erwarteten. Das 
blieb sich gleich, wie wir auch immer die Darstellungsmethode 
abwandelten, ob wir nun eine Adsorption mit Lloyds-Reagens 
zwischenschalteten, oder Fillungen mit Phosphorwolframsiure, 
Athanol oder Methanol. Dabei war der Kérper aschefrei, schin 
krystallinisch, schwer léslich in Wasser und lieB sich, wie Dijod- 
tyrosin nach Lisen mit Salzsiure durch Natriumacetat wieder aus- 
fiillen. 

Als weiterer Beweis, da8 Dijodtyrosin zum mindesten nich 
im reinen Zustand yorlag, wurden réntgenspektroskopische Aut- 
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nabmen nach Debye-Scherrer herangezogen, die Herr Dr. Ing. 
habil. Walter Siedel (Organisch-chemisches Institut der Techn. 
Hochschule Miinchen) die groBe Freundlichkeit hatte fiir uns an- 
gufertigen. Sie fielen véllig verschieden aus, je nachdem es sich 
um unsere Substanz oder um reines Dijodtyrosin handelte. 
SchlieBlich entdeckten wir neben dem Jod einen ganz er- 
heblichen Gehalt an Brom in allen unsern Priaparaten. Dabei 
machten wir die iiberraschende Feststellung, daB sich Brom und 
Jod hier in einem Verhiltnis fanden, welches die urspriingliche 
Annahme, es ligen die fiir Dijodtyrosin erwarteten 58,6 °/, Jod 
yor, verstehen lieB. Wurden nimlich im Mikro-Carius-Ver- 
fahren die beiden Halogene der Substanz in die Silberhalogenide 
iibergefiihrt, und rechnete man in der anfanglichen Voraussetzung 
' des Fehlens von Brom das ganze Halogensilber nur auf Jod um, 
mit JF so ergaben sich ,,Jodwerte“, wie die folgenden: 59,16; 58,05; 
ters 57,77; 58,14; 58,47; 58,26; 58,09; 59,88; 58,53; 59,10; 59,29; 
des 59,16; 58,98. 
be- & Dieser merkwiirdige Zufall, daS Jod und Brom zusammen 
nms als Jod berechnet hier den Jodwert des Dijodtyrosins ergaben, 
ung — ist verhiingnisvoll geworden. Die ersten Beobachter des Dijod- 
rin fF tyrosins im Spongin, Wheeler und Mendel?) beschrankten sich 
zi — nimlich auf eine Jodbestimmung, die den erwarteten Wert von 
_ 58,32°/, (errechnet aus Halogensilber) gab und verzichteten auf 
iel- § Krmittelung der C—H-Werte, wihrend der spitere Autor Oswald?) 
der ® nur schreibt, daB Dijodtyrosin mit dem Schmelzp. 204° ,,mit 





































en- # Leichtigkeit zu gewinnen war“. Unter diesen Umstinden halten 
em — wir es fiir ausgeschlossen, daf bislang tiberhaupt schon reines 
die § Dijodtyrosin aus Schwiimmen isoliert wurde. Jedenfalls haben 
", E auch die genannten Autoren, wie wir, nur Jod und Brom ent- 
zt haltende Praparate in Hiinden gehabt. 

en Das Auftreten grofer Brommengen in organischer Bindung 
as hatte hier an sich nichts iiberraschendes. WeiB man doch schon 
de® seit den Untersuchungen von Hundeshagen’‘), daB sich nicht- 
ns # ionisiertes Brom im Spongin findet. Viel alter ist die Fest- 


re, @ stellung, daB hier iiberhaupt Brom zu finden ist. Sie wurde 1828 
on #® von Jonas®) gemacht. 


d- & Das gleichzeitige Vorkommen von Brom und Jod in unsern 
S- Halogensilberniederschligen haben wir immer wieder erweisen 

_ kénnen, wenn wir eine Aufschwemmung der Halogensilberfillung 
ht fF in Salzsiiure mit Chlorwasser und Chloroform schiittelten. Dieses 


lirbte sich anfangs lila und bei weiterem Chlorwasserzusatz gelb. 
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Auch haben wir eine Zeitlang versucht, das Brom nach dem Vey. 
fahren von Moser®) in dem Gemenge von AgJ und AgBr durch 
Jod zu ersetzen, indem wir das auf 250—300° erhitzte Gemenge 
der Halogenide im Preglréhrchen den Dimpfen von Jodammoniun 
aussetzten. Es gelang dies auch, doch bewihrte sich uns zu 
quantitativen Bestimmung von Jod und Brom besser ein Ver. 
fahren von Leipert, auf das gleichfalls im Versuchsteil ein- 
gegangen wird. Mit ihm sind die Zahlen der Tabelle gewonnen, 

Da nun vom Dibromindigo’) abgesehen das Dibromtyrosin‘ 
der einzig bekannte bromhaltige organische Koérper der Tierwelt 
ist, lag die Vermutung nicht fern, daB es sich hier um ein schwe: 
trennbares Gemenge von Dijodtyrosin und Dibromtyrosin handele, 
Als wir jedoch unsere Priparate im filtrierten ultravioletten Licht 
betrachteten, zeigten sie simtlich im Gegensatz zu den beiden 
Halogen-Tyrosinen eine intensive schwefelgelbe Fluorescenz, die 
auch nach 10maligem Umfillen nicht verschwand. Sie verlor 
sich aber vollstindig nach Passage einer Aluminiumoxydsiule 
und war nur noch in der obersten Schicht des Absorptionsmittels 
zu erkennen. Es hatte also ein anderer hartnickig anhaftender 
K6rper von anscheinend geringer Menge diese optische Erschei- 
nung hervorgerufen. Damit war ein Grund gegen unsere At- 
nahme eines Gemisches von Dijodtyrosin und Dibromtyrosin wieder 
entfallen. 

Um unsere Vermutung weiter zu begriinden, versuchten wi 
nun das Halogen herauszulésen, in der Hoffnung, vielleicht zum 
Tyrosin zu gelangen. Es ist uns dies auf zwei Wegen gelungen. 
Zuerst mit Hilfe eines Verfahrens der Ablésung organisch ge- 
bundenen Halogens mittels katalytischer Reduktion nach Busch 
und Stéve*) und ferner durch Kochen mit Zinkstaub nach 
Morner”®). In beiden Fallen betrugen die Ausbeuten einige 70°), 
der T'yrosinmenge, die zu erwarten war, wenn es sich wi 
ein Gemenge von Dijodtyrosin und Dibromtyrosin handelte. Wir 
halten dies fiir den stirksten Beweis unserer Annahme. 

Da wir feststellten, daB die Substanz beim Kochen mit Zink- 
staub schon sehr friih alles Jod abspaltet, wihrend zur vdlligen 
Beseitigung des Broms eine viel langere Zeit bendtigt wird”, 
haben wir zahlreiche Versuche gemacht, auf diese Weise aus dem 
Gemenge reines Dibromtyrosin zu isolieren. Dasselbe war aber 


*) Das Entsprechende laft sich auch an reinem Dijodtyrosin und Di- 
bromtyrosin feststellen. 



































dann so stark mit Tyrosin vermischt, daB der Versuch einer 
| Reindarstellung nicht zum Ziele fihrte. 
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Ahnlich wie beim Dijodtyrosin, gelingt es tibrigens auch bei 


yusern Praparaten aus Schwamm, das Jod durch Behandeln mit 
' Brom in Hisessig frei zu machen. Aber auch hier erreichten wir 
' eine Isolierung vielleicht gebildeten Dibromtyrosins nicht. Man 
' téBt offenbar auf dieselben Schwierigkeiten, wie bei dem ent- 
sprechenden Versuch mit Dijodtyrosin, bei dem uns auch eine 


[solierung von Dibromtyrosin nicht gelang. 
Es wurden nun Trennungsversuche durch Umfiallung gemacht, 


' denn von Umkrystallisationen mubte abgesehen werden. Die 
| schwerléslichen Praparate benétigen niimlich viel kochendes Wasser 
und leiden in der Hitze unter ihrer eigenen sauren Reaktion, die 


sie iibrigens auch mit Dijodtyrosin und Dibromtyrosin gemein 
haben. Das Umkrystallisieren aus LEisessig schien gleichfalls 
nicht unbedenklich, so daf wir meist in Schwefelsiure listen und 


mit Ammoniumacetat wieder ausfillten. Wie die Tabelle zeigt, 


hatte dieses Verfahren nur einen geringen EKinfluB auf den C- und 


| H-Wert. Auch die N-Werte lagen fast immer um 4°/,. Wohl 


aber kam es im Laufe vieler Umfillungen zu einem allmahlichen 
Anstieg des Jodwertes und einem Sinken des Bromwertes. Jedoch 


' auch nach 10 maliger Wiederholung dieser Behandlung war nicht 


entfernt der Punkt erreicht, wo nur noch ein Kérper vorlag und 
also nach unserer Vorstellung Dijodtyrosin iibrig geblieben ware. 


Berechnet: C H J Br N 
Dijodtyrosin. ..........-. 22496 2,09 58,63 3,23 
Unememangnetin ee . . 31,90 2,68 47,16 4,13 

| Dijodtyrosin + 4 Dibromty rosin. . 30,21 2,54 14,19 35,73 3,92 
| Dijodtyrosin + 5 Dibromtyrosin . . 380,47 2,56 11,93 37,56 3,95 


Gefunden 


Ausgangsprodukt aus Schwamm. . 30,01 3,04 12,11 37,20 
2mal dmgefallt ..... 30,49 2,81 11,92 39,50 
Nach Chromatographie 2m: : umgef: ‘lt 30,69 2,60 13,35 38,59 
Yor und nach Chromatographie 2 mal 
umgefalit ..........« ss SOS 260 1493 37,67 
Qmal umgefdllt ......... =. 29,92 2,70 20,48 30,16 
l0mal umgefallt. ......... 28,88 2,36 25,81 23,43 


Kiinstliches Gemenge 


von 1 Mol Dijodtyrosin und 4 Mo! Di- 


bromtyrosin racemisiert und 4 mal 
Ce ey) es a> ty aims ey BR 
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Zur weiteren Stiitzung unserer Auffassung stellten wir uy; 
nun ein Gemenge von 1 Mol Dijodtyrosin und 4 Mol Dibron. 
tyrosin kiinstlich her. Nimmt. man hierzu die optisch aktive; 


Kérper, so trennt sich verhialtnismaBig bald das Dibromtyrosiy 


wieder ab und bleibt allein iibrig. Kocht man aber das Gemisc} 
21 Stunden mit gesittigtem Baryt, so erhilt man ein racemische; 
Gemisch, das auch nach 4 maligem Umfillen noch erhebliche 
Mengen Jod und Brom enthalt. Auch zeigt sich ein Krystal. 
bild, das dem unseres K6érpers nach einigen Umfillungen nahe 
kommt (vgl. Fig. 2). Ganz besonders abnlich ist das Verhaltey 
beider Kérper unter gekreuzten Nicols. Hier zeigt sich niimlich 
ein je nach dem Winkel wechselndes sehr schénes Farbenspiel, 
das sowohl dem Dijodtyrosin wie dem Dibromtyrosin fast voll. 
stindig abgeht. Auch unsere Substanzen liegen, wie kaum be. 
merkt zu werden braucht, infolge der langwierigen Barytbehand- 
lung als Racemkérper vor. 

Wertvollen Aufschlu8 muBte nun eine Molekulargewichts- 
bestimmung geben; doch st6Bt diese auf erhebliche Schwierigkeiten, 
Eine Siedepunktsbestimmung kommt wegen Zersetzung der Sub- 
stanz beim Kochen nicht in Frage. Fiir eine Gefrierpunkts- 
bestimmung ist die Substanz in kaltem Wasser zu schwer léslich 
und mit Eisessig und anderen Lésungsmitteln sind wir gleichfalls 
nicht zum Ziele gekommen. Auch von der Molekulargewichts- 
bestimmung nach Rast muBte abgesehen werden, da die Substanz, 
die zwar in Campher léslich ist, sich beim Schmelzen desselben 
zersetzt. Fir die Methode der isothermen Destillation nach 
Signer ist die Zersetzlichkeit in heiBem Wasser infolge de: 
eigenen Aciditaét wiederum ein Hindernis. So begrii8ten wir es 
sehr dankbar, als Herr Dr. Spandau [Chem. Institut Greifswald!) 
auf unsere Bitte die groBe Freundlichkeit hatte, einige Mole- 
kulargewichtsbestimmungen fiir uns auszufiihren unter Anwendung 
der Dialysemessung in der Apparatur von Brintzinger uu 
Verwendung der von Jander und ihm empfohlenen Dialyse- 
membranen ,,Cellafilter 100 Sekunden“ (vgl. Versuchsteil). Die hier 
erhaltenen Werte sprachen ganz gegen ein Molekiil, das Jod und 
Brom gleichzeitig und in den gefundenen Mengenverhiltnissen 
enthalten hiitte und dann unverhiltnismiBbig viel gréBer gewesen 
wiire, als das jedes Halogentyrosins fiir sich, und deutlich fii 
ein Gemenge der beiden Halogenkérper. 

Nach all diesen Feststellungen kommen wir zu der Aul- 
fassung, daB es sich bei unsern Priiparaten und _ hdéchstwahr- 
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scheinlich auch denen gleicher Herkunft friiherer Autoren, die sie 
als reines Dijodtyrosin bezeichneten, um ein iuBerst schwer trenn- 
bares Gemenge von etwa 4—5 Mol Dibromtyrosin und 1 Mol 
Dijodtyrosin handelt. — Es ist dies gleichzeitig die erstmalige 
Feststellung von Dibromtyrosin im Spongin. Diese Amino- 
siure ist zum erstenmal seinerzeit von Mérner‘) aus der Ge- 
riistsubstanz bestimmter Korallenarten isoliert worden und der 
Autor hat damals — offenbar in Voraussicht von Schwierigkeiten, 
wie sie uns begegneten — von vornherein ein Ausgangsmaterial 
Primnoa lepadifera) gewihlt, das besonders reich an Brom und 
arm an Jod ist, so da die Isolierung der Bromsubstanz durch 
gleichzeitig vorhandenes Jijodtyrosin nicht erschwert werden 
konnte. 


Versuchsteil 


Darstellung der Substanz. Seit der Entdeckung der Jodgorgosiure 
durch Drechsel™) hat man ganz allgemein bei der Isolierung halogenierter 
‘{yrosinderivate das damals benutzte Verfahren des Aufschlusses mit siedender 
starker Barytlésung verwendet. In Anlehnung an friihere Vorsehriften fanden 
wir nach mehrfachen Abinderungen das folgende Verfahren am bequemsten: 

1600 g kleiner, westindischer Badeschwiimme waren 3 mal in Essig- 
siure aufgeweicht und ausgepreSt, wodurech das Calcium und auch das 
Kochsalz hinlinglich herausgelést wird. 3 maliges Auspressen in immer 
gewechseltem Wasser beseitigt die Essigsiiure ausreichend. Jetzt werden 
in einem weithalsigen 20 Liter-Jenaglaskolben auf dem Baboblech 10 Liter 
Wasser zum Kochen gebracht, worin man 6 Kilo Baryt zur Lésung bringt. 
In die siedende Fliissigkeit wirft man die noch feuchten, gut ausgepreBten 
Schwiimme. die alsbald unter Rotfiirbung in Lésung gehen. Man kocht 
nach Zugabe von Glasperlen und einigen Tropfen Octylalkohol ununter- 
brochen 20 Stunden am RiickfluBkiihler, gieBt die noch heiBe Liésung auf 
viel pulverisiertes Eis, um sie noch, bevor Baryt auskrystallisiert, also bei 
miBiger Wirme, durch Absaugen von einem graubraunen unléslichen Pulver 
zu befreien. Jetzt werden etwa 1,6 Liter 50 Vol.-°/,iger Schwefelsiiure zu- 
gereben, so daB der gribte Teil des Bariums ausfillt, die Reaktion aber 
noch curcumaalkalisch bleibt, um bei der nun folgenden Einengung des 
Filtrates des Bariumsulfates im Vakuum das Ammoniak loszuwerden. Nun 
beseitigt man das Barium genau mit Schwefelsiure unter Vermeidung eines 
Uberschusses, fiillt mit Wasser auf 1500 cem auf und fillt mit 10 Liter 
Athanol. Am andern Tage ist das anfingliche Ol zum Teil krystallinisch 
geworden und in eine weibe gelatinés-flockige Abscheidung iibergegangen. 
Man filtriert ab, wiischt mit Alkohol und lést die Fillung in 2 Liter Wasser. 
Bei der jetzt herrschenden schwach alkalischen Reaktion wird feuchtes, gut 
gewaschenes Silberoxyd zugesetzt, und zwar in erheblichen Mengen, bis 
man den Eindruck hat, da sich nichts mehr umsetzt. Man saugt den 
Niederschlag ab, wiischt ihn mit Wasser und verriihrt ihn in einer groBen 
Reibsechale griindlich mit soviel verdiinnter Schwefelsiure, daB zum SchluB 
noch eine deutliche Congoreaktion bestehen bleibt. Nach Zersetzen mit 
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Schwefelwasserstofi und Absaugen des Schwefelsilbers, beseitigt man dey 
Schwefelwasserstoff im Vakuum und fillt die Schwefelsiure mit Bary; 
genau aus. Die nun verbleibende Lésung acheidet beim Eingengen im 
Vakuum den gesuchten Jod und Brom enthaltenden Korper als graugelhes 
staubfeines Pulver ab. Ausbeute aus 1600 g Schwamm: 12,57 g. 


Untersuchung auf Halogene und Schwefel. Die Substanz gibt in 
Glithréhrehen violette Dimpfe; mit feuchtem Kaliumhydroxyd im Platin- 
léffelehen gegliiht hinterliBt sie eine Schmelze, die nach Ansiiuren mit 
Schwefelsiure auf Zusatz von Chlorwasser zuerst Jod abscheidet, so daf 
Chloroform sich violett firbt. Auf weiteren Zusatz von Chlorwasser gel 
die Farbe in gelb tiber, um schlieflich zu verschwinden, wenn ein Uber. 
schufb yon Chior zur Anwendung kommt. 

Wir haben dann ferner das Brom auch noch mit der Methode von 
Gruareschi’’) nachgewiesen. Sie beruht darauf, dab fuchsinschweflige 
Siiure (Schiffsches Reagens) mit Spuren freien Broms im Gegensatz zu 
Jod und Chlor eine deutliche Blauviolettfiirbung gibt. 

Die Abwesenheit von Chlor, das nach Hundeshagen’) sich gleich- 
falls in organischer Bindung in Schwiimmen finden soll, erwiesen wir durch 
Anwe ndung der Chromylchloridprobe ™). 


Reaktionen. Wie Dijodtyrosin und Dibromtyrosin gibt der Kérper 
keine Millon-Probe. Positiy ist die Xanthoproteinprobe, die Ninhydrin- 
probe und die Paulysche Diazoprobe. — Ebenso wie Dijodtyrosin und 
Dibromtyrosin gibt unsere Substanz ein sehr schwer lésliches Kupfersalz 
Man erhiilt es als feines graublaues Pulver, wenn man zur heiben Lésung 
der Substanz vorsichtig Kupferacetatlésung unter Vermeidung eines Uber- 
schusses gibt. Nitranilsiiure™) liefert nach lingerem Stehen schén aus- 
gebildete Krystalldrusen, Dijodtyrosin bildet sofort ein amorphes Nitranilat 
und Dibromtyrosin erst am andern Tage mit diesem Fillungsmittel gut aus- 
gebildete Krystalle. — In wenig Eisessig ist der K6rper zuerst léslich, um 
dann nach einiger Zeit als Acetat auszufallen. Dibromtyrosin verhilt sich 
im Gegensatz zu Dijodtyrosin ebenso. 


Loslichkeit und Zersetzungspunkt. Die Substanz lést sich nach 
2 maliger Umfiillung im Verhiltnis 1: 600 in Wasser bei 21°. Die Mehrzahl 
der Priiparate zersetzte sich zwischen 210 und 213° (unkorr.) unter Aut- 
schiumen und leichter Briiunung. Der Zersetzungspunkt des d,1-Dijod- 
tyrosins wird mit 200° angegeben, der des d,]-Dibromtyrosins mit 245°. 


Chromatographie und Umfallung. Man stellt sich eine Adsorptions- 
kerze von etwa 15 em Héhe und 2 cm Durchmesser mit Aluminiumoxyd 
(nach Brockmann) her und saugt durch diese in nicht zu schneller Tropfen- 
folge eine kaltgesiittigte, filtrierte Lésung des Kérpers. Das Filtrat wird 
im Vakuum zur Trockne eingeengt. Man lést den Riickstand in méglichst 
wenig 2n-Schwefelsiure und fallt mit ungefiihr dem gleichen Volumen 
20°/,-iger Ammoniumacetatlésung bis zum Verschwinden der Congoreaktion 
aus. Dieses Lésen und wieder “Ausfallen nach vorherigem Absaugen kann 
noch 6fters wiederholt werden, iindert aber allmihlich die Zusammensetzung 
vor allem hinsichtlich des Jod und Bromgehaltes (vgl. obige Tabelle). Beim 
letzten Mal muf solange mit Wasser gewaschen werden, bis weder Sulfat 
noch Ammoniak im Waschwasser mehr nachweisbar ist. Nach der chromato- 
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vt graphischen Behandlung haben die Krystalle ihre vorher starke gelbe 
: im Fluoreseenz im filtrierten ultravioletten Licht ganz verloren. Die oberste 
bes Schicht des Aluminiumoxyds zeigt deutliche gelbe Fluorescenz. 
Halogenbestimmungen. 1. Anfangs bestimmten wir das Jod nach 
t im Schulek*™). Hier wird die othe in Gegenwart von Atzkali im Tiegel 
atin- yerbrannt. Aus dem gebildeten Alkalijodid wird durch Schwefelsiiure Jod- | 
mit wasserstoff frei genset und dieser mit Brom zu Jodsiure oxydiert. Der 
dab (‘berschuB von Brom wird mit Phenol fortgenommen. Die Jodsiure gibt 
velit mit Jodwasserstoff aus zugesetztem K: liumjodid freies Jod, das mit n/200- 
ber- Thiosulfat titriert wird. —- Die Methode ist urspriinglich fiir die Unter- 
suchung yon Organstiicken (Schilddriise) gedacht und gab uns gelegentlich 
von auch mit Dijodtyrosin richtige Werte, doch mu8 man den Aufschlu8 mit 
lige KOH im Nickeltiegel sehr vorsichtig vornehmen, was uns mangels eines 
ay cut regulierbaren Muffelofens nicht immer gelingen wollte. 
Wir suchten die Schwierigkeit zu umgehen, indem wir statt mit KOH 
ich. # zu schmelzen in einer kleinen Schiittelbirne die Substanz mit wenig Wasser 
rch Baryt und Palladiummohr in Wasserstoftatmosphire schiittelten, was nach 
Busch und Stéve*) zur quantitativen Beseitigung des Halogens fiihrt. 
Auch hier kamen wir gelegentlich zum Ziele, doch ging in manchen Fiillen 
= die Hydrierung aus unbekannten Griinden (Vergiftung?) nicht zu Ende, so 7 
onl da8 wir auch davon wieder Abstand nehmen mubBten. 
= 2. Wir machten ferner Versuche mit der Mikrojodbestimmung nach 
nae Strebinger und Pollak*’), welche sich der quantitativen Fillung von Jod 
‘it mit Palladiumebloriir bedient. Dabei konnten wir die Angabe der Verfasser 
on bestiitigen, daB Bromionen nicht stéren, wenn bei stark saurer Liésung ge- 
‘lat fillt wird. Da aber auch hier ein Aufschlub mit KOH im Tiegel vorher 
on gehen mub, hatten wir dieselben Schwierigkeiten wie bei der Jodbestim- 
of mung nach Schulek. 
i 3. Neuerdings wird auch fiir Jodtitrationen Cerisulfat mit Ferroin 
als Indicator, statt des Thiosulfates, empfohlen’’). Wir haben deshalb eine 7 
ganze Reihe von Versuchen mit n/200-Cerisulfatlésung durehgefiihrt, doch 
ach waren die Resultate wenig befriedigend. 
ah 4. Auch die indirekten Bestimmungsmethoden wurden ver- 
ur sucht, und zwar unter den Bedingungen der Mikroanalyse. Es gelang der 
od- Ersatz des Broms und Jods durch Chlor in dem Gemisch der Silber- 
halogenide (Cariusbestimmungen) im Preglréhrchen unter Erhitzen im Chlor- 
- strom und ebenso der Ersatz yon Bromin dem Gemenge von AgBr und AgJ 
el durch Jod nach Moser®), wenn man die Dimpfe von Jodammonium ein- 
a wirken lieB, aber auch hier machten sich schlieBlich die bekannten Schwierig- 
tod keiten aller indirekten Bestimmungsmethoden ungimstig geltend. 
hst 5, Gute Jodwerte lieben sich erreichen bei Anwendung der Methode 
en von Leipert™) und wir sind Herrn Dr. G. Habild (Physiol. Chem. In- 
‘on stitut Greifswald) fiir Durchfiihrung einiger dieser Bestimmungen sehr 
np dankbar. 
ng 6. SchlieBlich brachten wir ein Verfahren zur Anwendung, das ge- 
im stattet, Jod und Brom mit hinreichender Genauigkeit nebeneinander 
fat in organischen Substanzen zu bestimmen und fiihrten mit diesem siimtliche 
to- in der Tabelle angefiihrten Halogenanalysen durch. Das Verfahren wurde 


uns yon Herrn Dozenten Dr. Dr. Th. Leipert (Institut fiir Physiol. Chemie 
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Wien) empfohlen und wir méchten ihm fiir seine wertvollen Ratschlige ay 
dieser Stelle auf das Wiirmste danken. Die Substanz wird im Pregl] schey 
Perlrohr oder Spiralrohr mit Platinkontakt verbrannt, wobei man die Diimpfe 
im Sauerstoffstrom iiber n-NaOH leitet. Zur Bestimmung des Jods wird 
die vorgelegte Natronlauge bei saurer Reaktion mit Brom versetzt, wobe; 
das Jod in Jodsiiure itibergeht. Nach Verkochen des Broms setzt may 
Kaliumjodid hinzu und titriert das gebildete Jod mit n/200-Thiosulfat. Zu; 
Bestimmung des Broms kann man entweder die eine Hilfte der Lauge 
eines solchen Versuches verwenden, oder man setzt, wie wir es taten, einen 
neuen Versuch an. In beiden Fiillen verfihrt man nun nach den Angaben 
von Leipert und Watzlawek”). Hierbei werden die Bromionen mit 
unterchloriger Siiure bei Gegenwart von Kochsalz quantitativ zu Bromat 
oxydiert. Nach Beseitigung der iiberschiissigen unterchlorigen Siiure mit 
Formiat setzt man das Bromat bei Gegenwart von Ammoniummolybdat als 
Katalysator quantitativ mit Kaliumjodid um und titriert das gebildete Jod 
gleichfalls mit n/200-Thiosulfat. Dabei entspricht 1 Br 6J. — Wenn, wie 
in unserm Falle, die zu analysierende Substanz neben Brom noch Jod ent- 
hilt, ist auch dieses oxydiert (zu Jodat) und wird deshalb bei der Titration 
mit erfaft. Man mu dann die bei der Jodbestimmung sich ergebende 
Menge Thiosulfat in Abzug bringen. 


Halogenabspaltung in Wasserstoffatmosphare mit Palladium. 
mohr. Busch und Stéve%) haben festgestellt, daB sich in vielen Fiillen 
organisch gebundenes Halogen in Wasserstoffatmosphiire abspalten lilt, 
wenn man auf Calciumcarbonat niedergeschlagenes Palladium als Kata- 
lysator verwendet. Nach unseren Versuchen kommt man auch zum Ziel 
bei Anwendung von Palladiummohr in Gegenwart von Baryt. Als Hydrie- 
rungsapparatur benutzten wir die von Feuigen”') angegebene, die sich 
leicht improvisieren lift. 


880 mg Substanz wurden mit 40 cem Wasser, 2 g¢ Baryt und wenig 
Palladiummohr in einem mit Glasschliffhelm versehenen Rundkolben zu 
150 cem 24 Stunden unter Wasserstoff geschiittelt. Spétestens nach dieser 
Zeit liegt das ganze Halogen in ionisiertem Zustand vor. Um dies fest- 
zustellen, fillt man in einer Probe die Brom- und Jodionen vollstindig mit 
iiberschiissigem Silbernitrat und Salpetersiiure aus. Das Filtrat bleibt beim 
Kochen klar, wihrend es noch Halogensilber abscheiden wiirde, wenn un- 
veriindertes Dijod- oder Dibromtyrosin ins Filtrat gegangen wiire. Es wird 
jetzt vom Palladium abfiltriert, ins Filtrat Kohlensiiure eingeleitet und das 
Bariumearbonat beseitigt. Das nun anfallende Filtrat verreibt man bei 
schwefelsaurer Reaktion mit etwas Silberoxyd, filtriert vom Halogensilber 
und Bariumsulfat ab und beseitigt das iiberschiissige Silber mit Schwefel- 
wasserstoff. Nach Entfernung des Schwefelwasserstoffes wird die Schwefel- 
siiure genau mit Baryt ausgefillt. Beim Einengen der klaren Lésung im 
Vakuum hinterblieb Tyrosin in einer Menge von 320mg. Da ungefiir 
die Hilfte des Gewichtes der Substanz von den beiden Halogenen be- 
stritten wird, wire von 880 mg eine Menge von 440 mg Tyrosin zu er- 
warten. Unsere Ausbeute betrigt somit rund 73°/,, wenn man von einem ge- 
ringen Aschegehalt absieht. Durch Lésen in wenig verdiinnter Salzsiure und 
Fallen mit Natriumacetat lieB sich das Tyrosin in charakteristischen, weichen, 
verfilzten Nadeln gewinnen, die intensiv die Millonseche Probe gaben. 
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4,944 mg Subst.: 10,720 mg CO,, 2,780 mg H,O. — 8,830, 8,200 mg 
Snbst.: 0,574 (21°, 748 mm), 0,540 (21,5°, 748 mm) cem Nj. 
C,H,,O,N Ber. C 59,64 H 6,12 N 7,75 

Gef. ., 59,17 » 6,29 », 0,43, 7,51 


Halogenabspaltung mit Zinkstaub. 1 g Substanz wurden in 100 cem 


Wasser mit 4g Zinkstaub am RiickfluBbkiihler gekocht. Das Filtrat vom Zink 


wird nach dem Abkiihlen bei schwefelsaurer Reaktion zwecks Bindung des 


' freien Broms und Jods mit iiberschiissigem Silberoxyd verrieben. Man filtriert 
' yom Halogensilber ab, beseitigt das Silber aus dem Filtrat mit Schwefel- 
| wasserstoff und gibt nach Entfernung des Schwefelwasserstoffes Barytwasser 


bis zur schwach alkalischen Reaktion hinzu. Im Filtrat vom Bariumsulfat 


' fillt man jetzt das wihrend des Versuches in Lisung gegangene Zink mit 
' Schwefelwasserstoff aus. Das Filtrat vom Sechwefelzink wird bei schwefel- 
' saurer Reaktion vom Schwefelwasserstoff befreit, worauf man die Schwefel- 


siure mit Baryt genau entfernt. Beim Eindampfen im Vakuum scheiden sich 
357 mg Krystalle ab, die gleichfalls alle Kigenschaften des Tyrosins zeigen. 


| Die Ausbeute betrigt hier etwa 75°/, der zu erwartenden Menge Tyrosin. 


Nach Lésen in verdiinnter Schwefelsiiure und Fallen mit Ammoniumacetat 


' ist die Substanz aschefrei. 


5,172 mg Lnsges 11,170 mg CO,, 2,810 mg H,O. — 9,695 mg Subst.: 


| 0,623 cem N, (24°, 743 mm). 


1H,,0,N Ber. C5964 H612 N 7,75 
Gef. ,, 5894 ,, 608  ,, 7,22. 


Herstellung eines racemischen Gemenges beider Halogentyrosine. 
Das Dijodtyrosin war ein analysiertes Handelspriparat, das Dibromtyrosin 
stellten wir uns nach den Angaben von Zeynek*) dar und gewannen es 
in analysenreinem Zustand. 

0,6 g Dijodtyrosin (1 Mol) und 1,88 g Dibromtyrosin (4 Mol) werden in 
130cem Barytwasser, dem noch 70g fester Baryt zugefiigt wurden, 21 Stunden 


am RiickfluBkiihler gekocht. Nach Beseitigung des Bariums scheidet sich 


| beim Einengen im Vakuum ein weifer, zum Teil an der Gefifwand an- 


haftender Niederschlag aus. Dieser wird in der oben beschriebenen Weise 
aus mineralsaurer Lésung mit Acetat mehrfach umgefiallt und gibt nach 
4maligem Umfiillen die in der Tabelle angegebenen Werte, aus denen 


_ hervorgeht, daB die beiden Halogentyrosine als diuBerst schwer trennbares 


Gemisch vorliegen. Unter dem Mikroskop zeigt sich ein einheitliches Krystall- 


| bild, das dem von Priiparaten aus Spongin sehr dhnlich sieht (vgl. Figur). 


Unter gekreuzten Nicols gleichfalls priichtiges Farbenspiel. 


Dialysemessungen an Dijodtyrosin, Dibromtyrosin und der Jod- 
Brom-Substanz aus Schwamm (yon Dr. Hans Spandau, Greifswald). 
Die Dialyse wurde in einer Apparatur von Brintzinger unter Verwendung 
der von G., Jander und H. Spandau empfohlenen Dialysiermembranen, 
.Cellafilter 100 Sek.‘, durchgefiihrt. Als Lésungsmittel diente Wasser. Das 
eigentliche Dialysiergef a8 bestand aus einem Plexiglaszylinder, an dem 
die Membran mit Hilfe zweier Gummiringe und eines Abschlufringes aus 
V2A-Stahl festgeschraubt war'!). Die Membranoberfliche betrug 39 qem 
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und die Innenfliissigkeit wihrend der Hauptdialyse 39 ecem. Spezifische Oh, 
fiiche F = 1. AuBenfliissigkeit 5 Liter Wasser. Das Niveau der Innen- yy 
AufSenfliissigkeit war wihrend der Hauptdialyse gleich hoch. Temperatur 23 
Dauer der Vordialyse 15—30 Minuten, der Hauptdialyse 1,5—2 Stunden. pj, 
Konzentration der Innenfliissigkeit zu Beginn und am Ende der Hauptdialys: 
wurde mit Hilfe eines Zeissschen Interferometers gemessen. Dazu wurde, 
jeweils 5 cem der Innenfliissigkeit auspipettiert. Die Anfangskonzentratioy, 
die unter anderem durch die verschiedene Léslichkeit der 3 K6érper gegehey 
ist, betrug beim Dibromtyrosin etwa 0,1°/,, beim Dijodtyrosin 0,06 und bei: 
Jod-Brom-Kérper etwa 0,08°). 

Aus den gefundenen Dialysekoeffizienten und den bekannten Molekular. 
gewichten M wurde fiir Dibromtyrosin und Dijodtyrosin das Produkt )-} 3; 
berechnet. Aus diesen 4-)M-Werten und dem gemessenen Dialysekoeft. 
zienten des Brom-Jod-Kérpers ergibt sich das unbekannte Molekulargewich: 
dieser Substanz. 

Die folgende Tabelle enthiilt die MeBergebnisse und ihre Auswertun: 




















ae Mol.-Gew.| Dialys. | yeu. ; Mol.-Gev. 
Dialys. Subst. M Koeff, 123] * Mittel 1-VM iiienda 
Dibromtyrosin 338,9 0,379 
0,356 
0,375 0,373 O87 
Dijodtyrosin 432.9 0,297 
0,284 
0,301 0,294 | 6.13 
J-Br-Ko6rper ? 0,320 
0,324 6,87 443% 
0,334 0,326 6,13 355 
1-VM 
") M yor. = 2 V 
43—Br-K. 


Das wahre Molekulargewicht des Jod-Brom-K6rpers aus Schwamm lieg’ 
zwischen 355 und 443, d.h. die Substanz ist ein Gemenge von Dijodtyrosiu 
und Dibromtyrosin.“ 

Zusammenfassung 


Die bisher in dem Schrifttum als Dijodtyrosin beschriebenex 
Spaltungsprodukte des Spongins kénnen kein reines Dijodtyrosi 
gewesen sein; es handelt sich hier um ein tiuBerst schwer i 
trennendes in Mischkrystallen auftretendes racemisches Gemens’ 
von 1 Mol Dijodtyrosin mit etwa 4—5 Mol Dibromtyrosin. 

Das Vorkommen von Dibromtyrosin im Spongin ist hiermi 
zum ersten Male beobachtet worden. | 


Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir die 
zur Verfiigung gestellten Mittel. 
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Zum Nachweis von Peroxyden mit Luminol”) 
Von 
Hermann Druckrey und Rudolf Richter 
Mit 2 Figuren im Text 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitit Berlin) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Mai 1941) 


is 

o-Amido-Phthalsiure-Hydrazid (Luminol) gibt in alkalischer 
Lisung bei Anwesenheit von aktivem Sauerstoff eine schéne vio- 
lette Chemiluminescenz. Diese zuerst von Lommel beobachtete 
Erscheinung wurde auf Veranlassung von Kautsky durch 
H. O. Albrecht?) niher untersucht. Er fand, da8 das Luminol 
dabei durch aktiven Sauerstoff zur entsprechenden Azoverbindung 
dehydriert wird und da8 ein Zusatz von Blut die Chemiluminescenz 
wesentlich verstiirkt. Spiiter schlug N. Harvey?) diese Reaktion 
fiir den Nachweis von aktivem Sauerstoff vor. Sie erhielt jedoch 
erst praktische Bedeutung, als K. Gleu und K. Pfannstiel’) mit- 
teilten, daB ein Zusatz einer geringen Menge Himin die Empfind- 
lichkeit betriichtlich steigert. 

Bei gewissen Untersuchungen iiber eine sehr reaktionsfihige 
Substanz zogen wir die ,,Luminolreaktion“ heran. Sie fiel auch 
tatsiichlich positiv aus. Dabei kamen uns jedoch Bedenken iiber 
die Spezifitit der Reaktion, so da’ wir glaubten, Kontroll- 
versuche machen zu sollen. Dies vor allem deshalb, weil es sich 
um eine Substanz handelte, die bei der alkalischen Reaktion, wie 
die ,.Luminol-Reaktion“ sie erfordert, besonders leicht hydroly- 
sierbar ist‘). 





*) Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft dureh- 
gefiihrt. 
') Z. physik. Chem. 136, 321 (1928). 
*) J. physic. Chem. 33, 1456 (1929). 
*) J. prakt. Chem. 146, 137 (1936). 
*) Kurz mitgeteilt in der Naturw. 29, 28 (1941). 
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Methode 


Das verwendete ,,Luminol = o-Amino-phthalséiure -hydrazid-hydro- 
| chlorid bezogen wir von der Firma E. Merck, Darmstadt und der Firma 
| Heyl & Co., Berlin-Oberschéineweide. 

Wir benutzten fiir die Luminescenz-Versuche entweder eine gesiittigte 
Lisung von Luminol in heifem Wasser oder eine 0,1°/,ige Lésung in 
P59, iger Sodalésung. Unter carbonatalkaliseher Reaktion ist eine End- 

konzentration von 0,5°/, Natriamcarbonat verstanden. Bei Verwendung von 
| Natronlauge zur Alkalisierung betrug die Endkonzentration 0,1 °/). 

Das Hiimin lésten wir in 0,01°/, iger Natronlauge oder in 1°/,iger 
Sodalésung. Seine Konzentration betrug 0,2°/,. Hiervon wurde auf 10 ecm 

Versuchsansatz 1 Tropfen zugegeben. 

Die Luminescenzversuche fiihrten wir stets in einem véllig dunklen 
| Raum nach einer Adaptionszeit yon 15 Minuten durch. In der Zeit zwischen 
| den Versuchen benutzen wir nur rotes Licht. Die Gleichhaltung dieser 

Versuchsbedingungen war notwendig, um eine ausreichende Gleichmibig- 
_ keit im Erkennen und Bewerten der Luminescenzerscheinungen zu erzielen. 


her — Die manometrische Messung der Sauerstoffaufnahme wurde mit der 

vio- bekannten Bareroft-Warburg-Methode durehgefiihrt. 

tete | : 
rch LU. 
nol Wir untersuchten aus den obengenannten Griinden zuerst 
ng ee ganze Reihe von Estern, z. B. Essigsiuredthylester, Atropin, 
one Tributyrin, pflanzliche Ole u. a.. Sie ergaben in alkalischer 

how Luminollésung bei Zimmertemperatur simtlich eine anhaltende 


ch | Violette Luminescenz. Die Reaktion wurde durch Zusatz von 
it. | Uimin betriichtlich verstiirkt. Die Stirke der Reaktion und ihre 


7 Dauer entsprach offenkundig der Verseifungsgeschwindigkeit: Bei 
den Olen trat erst bei starker Alkalisierung eine kriftige Lumines- 
ige cenz auf, die besonders lange anhielt. ‘Tributyrin ergab da- 


ch @& gegen schon bei schwacher alkalischer Reaktion ein zwar helleres 
aber etwas weniger anhaltendes Leuchten. 


yer 
ll- Dies Ergebnis erschien zuniichst unerklarlich, denn die Lumines- 
ch — cenz konnte nicht durch den Verseifungsvorgang selbst ange- 
‘ie # tegt sein, weil die dabei frei werdende Energie viel zu klein ist. 
y- JE Es muBten also andere Vorgiinge als Ursache angenommen werden. 


Da die Luminolreaktion als héchst spezifisch fiir den Nach- 
| Weis von aktivem Sauerstoff gilt, haben wir auch die Méglichkeit 
h- [—F erwogen, daB bei der Hydrolyse intermediaér atomarer Wasserstoff 
auftritt oder daB Hydroxyl-Radikale entstehen, die dann auf be- 
kannten Wegen zur Wasserstoffperoxydbildung fiihren wiirden. 
Wir hielten es jedoch fiir richtiger, nach einer einfacheren Lisung 
zu suchen. 
3" 
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TI. 


Aus diesem Grunde untersuchten wir die bei der Verseifyy, 
entstehenden Spaltprodukte, nimlich die S&uren und Alkoho\, 
fiir sich. Dabei zeigte sich, daB die in den Estern enthaltene, 
Siuren bei Zugabe zu einer alkalischen Luminollésung ste; 
ebenfalls ein zwar kurzes aber recht intensives Aufleuchten jy 
griinlicher Farbe hervorriefen. Die Dauer der Luminescenz ext. 
sprach wiederum der Reaktionsgeschwindigkeit, Olsiiure gab 2. B, 
ein etwas anhaltenderes, Essigsiiure nur ein kurzes Aufleuchtey, 
Hamin war nicht erforderlich, Wir haben dann die verschieden. 
sten organischen und anorganischen Siuren in dieser Weise unter. 
sucht und stets eine deutlich positive Reaktion erhalten. Den 
entspricht eine Beobachtung von B.J.Svesnikow®), der bei Titration 
einer luminescierenden lLuminol-Wasserstoffperoxydlésung mit 
Siure jedesmal bei Zugabe eines Tropfens Siure eine kurz. 
dauernde Verstirkung der Luminescenz beobachtete. 


Da in diesem System jetzt auBer dem Indicator Luminol 
nur noch eine Siure und eine Lauge, die miteinander reagierten, 
vorhanden war, und da die Luminescenz auch zeitlich mit der 
Neutralisation zusammenfiel, war eine ursichliche Verkniipfun 
beider anzunehmen. Diese konnte jedoch keine unmittelbare sein, 
weil die Neutralisierungswirme mit 13,7 kcal zu klein ist, um die 
Luminescenz anzuregen. Dazu wiiren wenigstens 50 kcal erforder- 
lich. Demnach miiBte also auch hier noch eine andere Reaktion 
mit gréBerer positiver Wirmeténung abgelaufen sein. Zuniichst 
war an Oxydationsprozesse zu denken, weil die dabei frei werdende 
Energie ausreichen wiirde und weil ja ohnehin die Luminol- 
reaktion fiir Oxydationsmittel charakteristisch ist. 


[V. 


Auf Grund solcher Uberlegungen haben wir die Versuche bei 
Abwesenheit von Sauerstoff wiederholt. Nach 30 Minuten 
langem Auspumpen mit der Wasserstrahlpumpe trat bei der Siure- 
Basen-Reaktion in Anwesenheit von Luminol keine Luminescenz 
mehr auf. Es ist also Sauerstoff notwendig. Kine Ausnahme 
bildete die Salpetersiure. Hier wurde die Reaktion lediglich 
abgeschwiicht. Durchstrémen der Lisungen mit Wasserstoff oder 
Stickstoff verhinderte die Luminescenz jedoch in allen Fallen. 

°) Acta physicochim. URSS. 8, 441 (i938), zitiert nach Chem. Z. 1935, 
Ii, 515. 
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| Ebenso wirkte der Zusatz eines Reduktionsmittels wie z. B. Cystein, 
: Hydrochinon oder Ascorbinsiure, die bekanntlich auch die Lumines- 


elfuns ; , ‘ 7 

1. Mm cenz von Luminol mit Wasserstoffperoxyd ausléschen *). 
cOhole b , 2 ; 
tene, Ie Nach diesen Ergebnissen stand aufer Zweifel, dab die bei 
stet; dev Neutralisation beobachtete positive ,Luminol-Reaktion“ auf 
en ‘, ‘einen OxydationsprozeB, wahrscheinlich auf das Auftreten von 


ent. aE aktivem Sauerstoff zu beziehen ist. Allerdings lag bisher kein 
2. B ' Anhaltspunkt dafiir vor, wo dieser Oxydationsvorgang zu suchen 


hte, je 82 sollte. Wir haben deshalb weitere Versuche angestellt. 
ade, «(a fitr die Krregung der Luminescenz stets Alkali notwendig 
ntey. ist, machten wir Versuche mit dem weiter vereinfachten System: 
Dey @ Luminol, Wasser und Kalilauge. Dabei zeigte sich, daB bei Zu- 
ation gabe einer Luminollésung in Wasser zu Alkalihydroxyd (in Sub- 
mit 'stanz) stets eine anhaltende Luminescenz auftritt, die durch Zu- 
“ny. JE Satz von Hamin noch verstirkt wird. 


! V. 
nol Bei der Lésung des Alkalihydroxyds tritt bekanntlich eine 
ten, ® hetrichtliche Erwiirmung ein. Deshalb haben wir anschlieBend 
der # den Kinflu8 der Temperatur untersucht. Die Versuche ergaben, 
ung JF da® jede alkalische Luminollésung beim Erhitzen schon fiir sich 
ell, H zu leuchten beginnt. Beim Erkalten erlosch die Luminescenz 
die ' wieder und konnte durch erneutes Erhitzen mehrfach wieder aus- 
der- | gelist werden. Auch in diesen Fallen war die Anwesenheit von | 
ton B® Sauerstoff notwendig, Reduktionsmittel (Cystein, Ascorbinsdure 
hst oder Hydrochinon) léschten die Luminescenz aus. : 
nde Nach diesen Versuchen konnte es sich nur um die Oxydation 
1 HH es Luminols selbst handeln. Das wiirde auch den bisherigen 
| Erfahrungen am besten entsprechen, denn bereits Albrecht?) 
-fand, daB das Luminol bei der Reaktion mit aktivem Sauerstoff 
_& in alkalischer Lésung zuerst zur entsprechenden ,,Azoverbindung“ 
bel & dehydriert wird. Das wurde auch von anderer Seite bestitigt®). 
tex ® Wir miBten auf Grund unserer Beobachtungen annehmen, dab 
re @ Luminol bei alkalischer Reaktion auch durch Luftsauerstoff 
2 @ dehydriert werden kann, also autoxydabel ist. Dafiir scheint eine 
mé @ gewisse Energiezufuhr notwendig zu sein (Erwirmen), die jedoch 
ich & kleiner sein kann, als die, welche fiir die Erregung der Lumines- 
ler B cenz erforderlich ist. Das bei der Dehydrierung des Luminols ent- 
“Il. & stehende Wasserstoffperoxyd wiirde dann die Luminescenz auslésen. 


28 *) H. Kautsky u. H. Hohn, Kolloid.-Z. 75, 164 (1936); H. D.K.Drews 
u. R. F. Garwood. J. chem. Soc. (London) 1938, S. 791. 
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Wir haben uns bemiiht, diese Annahme zu stiitzen, vor alley §- 
durch den Nachweis, daB das Luminol in alkalischer Lésung he; f 


den Temperaturen, bei denen Luminescenz auftritt, auch tatsiich. 
lich Sauerstoff verbraucht. Wir benutzten dazu die manometrisch 
Methode von Warburg in der bekannten Anordnung. Lin 
5°/,ige Luminollésung in 0,4 n-NaOH verbrauchte bei 37° pr 


m Mol/h = 17,3 cmm O,. Es findet also eine Dehydrierung stat 


VI. 


Wenn das bei seiner eigenen Dehydrierung auftretende Per. 


oxyd tatsichlich in der Lage ist, eine Luminescenz des Luminok 


auszulésen, miiBte dies auch fiir andere Dehydrierungsvorging 
erweisbar sein. P. Holtz und G. Triem") fanden eine positir 
,Luminolreaktion“ bei der Autoxydation von Cystein, Ascorbii. 
siure und Thioglykolsiure. O. Schales‘) erhielt positive Befunde 
mit Schwefelwasserstoff, Hydrazin, Adrenalin und bei der Deby. 
drierung von Salicylaldehyd mit Schardingers Enzym. Wi 
haben entsprechende Versuche mit biologisch wichtigen Substrate: 
gemacht. 

Glucose gab bereits bei carbonatalkalischer Reaktion nach 
einer Latenzzeit yon einigen Minuten an der Luft eine deutliche 
Luminescenz, die durch Zusatz von Hiimin wesentlich verstiirk 
wurde. Bei stiirker alkalischer Reaktion z. B. in n/100-Alkal:- 
hydroxyd wurde die Luminescenz so hell, daB sie im Horsaal 
demonstriert werden konnte (kraftig schiitteln! vgl. unten). Die 
Stirke der Reaktion nahm mit steigender Glucosekonzentration 
und steigender Alkalitét zu. Sie war stark temperaturabhingig 
Bei 15° lieb sich noch keine Luminescenz feststellen. Bei 20 
wurde sie jedoch bereits deutlicher und nahm mit steigende: 
Temperatur weiter zu. Allerdings erlosch sie sehr schnell wieder, 
und zwar in charakteristischer Weise. Das Erléschen der Lumines- 
cenz begann nimlich in den tiefsten Schichten der Lésuns 
und schritt dann bis dicht unter die Oberfliche vor, die selbst 
hell blieb. Dabei verschwand die Luminescenz um so schnelle, 
je heller sie war, hielt sich also unter den giinstigsten Be- 
dingungen (Wiirme, viel Substrat und Alkali) am wenigsten lange. 
Wurde nun kraftig umgeschiittelt, so trat die Luminescenz wieder! 
auf und nahm bis zu einem Maximum zu, um beim Stehen wieder 


7) Diese Z. 248, 1 (1937). 
8) Ber. chem. Ges. 71, 447 (1938). 
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ju verschwinden. Neues Schiitteln an der Luft léste wieder die 
gleiche maximale Luminescenz aus. Das Spiel konnte tagelang 
fortgesetzt werden. Diese Befunde deuten schon darauf hin, da’ 
die Glucose an der Luft unter Sauerstoffverbrauch oxydiert wird. 

DaB Glucose an der Luft bei alkalischer Reaktion oxydabel*) 
ist, weiB man seit langem®), Windaus und Knoop”) beobach- 
teten die Entstehung von Methylglyoxal beim ammoniakalkalischen 


| 
| 
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———— CONC ING 
Fig. 1 
Oxydation von Glucose- und Fructoselésungen an der Luft in 4°), Na,CO; bei 40° 


Zerfall von Traubenzucker. Bei der Erwairmung mit Alkali treten 
nach y. Euler, Myrback und Larsson") stark reduzierende 
Substanzen auf. 


*) Das bekannte Phinomen, da’ Rohrzucker nach Bestiuben mit etwas 
Zigarettenasche oder durch Auftropfen von Blut an der Flamme entziindet 
werden kann, ist sicher kein Fall von ,,Schwermetallkatalyse“, wie oft be- 
hauptet wird. Hier scheint es sich ebenfalls um eine Alkaliwirkung zu 
handeln [vg]. L. Brandt, Chem. Ztg. 44, 881 (1920)]. Cyankali zeigte sich 
in eigenen Versuchen ebenso wie jedes starke Alkali wirksamer als Blut 
oder Metalloxyde. Dagegen gelang die Entflammung auch mit Schwefel- 
siure (als einziger Siure). 

*) Literatur vgl. Tollens-Elsner, Handb. d. Kohlenhydrate, Leipzig 
1935, 

') Ber. chem. Ges. 38, 1166 (1905). 
1!) Diese Z. 217, 1, 167 (1933). 
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Wir haben die Sauerstoffaufnahme verschieden konzentriertey 
Glucoselésungen in 4°/,iger Natriumcarbonatlésung unter Luft 
manometrisch gemessen. Auch hier trat eine starke Temperatur- 
abhingigkeit in Erscheinung. Bei 20° war noch kein meBbarer 
Sauerstofiverbrauch vorhanden, bei 40° dagegen ein recht kraftiger, 
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Fig. 2 
Oxydation von Glucose- und Fructoselésungen an der Luft in 4°/, Na,CO, bel 40° 
Erklarungen wie Fig. 1 


Selbst bei der sehr niedrigen Glucosekonzentration von 28 mg-"/, 
erhielten wir noch meBbare Werte. Die Oxydationsgeschwindig- 
keit blieb in allen Fallen wiahrend der 3 Stunden der Messung 
konstant. 

Der Sauerstofiverbrauch hing ferner sehr stark von der Alka- 
litat und weniger von der Zuckerkonzentration ab. Er nahm 
bei Verdopplung der Glucosekonzentration nicht proportional, 
sondern nur wenig, und zwar etwa linear ansteigend zu, bezogen 
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auf gleiche Mengen Glucose ('/,,, m Mol) also ab (Fig. 1). Bei 
‘den niederen Konzentrationen war demnach die Verbrennung 
yelativ am starksten. Der bei einer Glucosekonzentration von 
23 mg-°/, in 4°/,iger Carbonatlisung bei 40° unter Luft gemessene 
Sauerstoftverbrauch entspricht rechnungsmaBig einer vollstandigen 
| Verbrennung von etwa 1°/, der Glucose pro Stunde, ist also recht 
peachtlich. Hamin oder Luminol hatten keinen EKinfluB auf den 
| Sauerstoffverbrauch. 


Fructose wurde, wie schon 0. Warburg mit M. Yabusoe!¥) 


‘fand, ebenfalls an der Luft bei alkalischer Reaktion oxydiert. 
Ihre Oxydation verlief in 4°/,iger Carbonatlésung je nach Kon- 


zentration 2—10 mal schneller als die der Glucose. Dabei ist 


‘interessant, daB der Sauerstoftverbrauch bei der Fructose mit 


steigender Konzentration des Substrats logarithmisch zunahm 


(Fig. 2). 


VIL. 
Fructose gab mit Luminol und Hamin in alkalischer Lésung 
ebenfalls eine kraftige Luminescenz. Glycerin nur bei stark alka- 


lischer Reaktion und nach Zusatz von Hamin. Succinat gab 
‘eine deutliche Reaktion, besonders nach langem Lagern, frisch 
neutralisierte Bernsteinsiiure dagegen nicht. Ahnlich verhilt sich 
‘nach Wense}!’) Acetaldehyd, der auch erst nach langerem Stehen 
-an der Luft Luminol zum Aufleuchten bringt. Das gleiche gilt 
fir Ather. Fumarat fanden wir unter allen Umstanden wirkunglos. 
| Lactat gab eine deutliche Luminescenz, Pyruvat dagegen nicht. 
Athylalkohol regte eine deutliche Luminescenz an, Aceton und 
' Formaldehyd hatte keine Wirkung. Auch Gelatine léste eine geringe 
_Luminescenz aus, Asparaginsiure eine starkere, Glykokoll keine. 


Nach diesen Befunden kann es kaum einem Zweifel unter- 


'liegen, daB das bei Dehydrierungsvorgingen entstehende Peroxyd 
in der Lage ist, Luminol zum Leuchten zu bringen. Das erscheint 
'in mehrfacher Hinsicht von Interesse. 


Erstens zeigten uns diese Befunde, daB Luminescenzerschei- 


nungen durch einfache Stoffwechselvorginge, wie etwa die Dehy- 
_ drierungsprozesse, angeregt und in Gang gehalten werden kénnen. 


Zweitens kénnte die ,,Luminolprobe* zum Nachweis solcher 


| Dehydrierungsvorginge dienen, wobei sowohl die Starke der 
_beobachteten Luminescenz als auch die Schnelligkeit ihres 





") Biochem. Z. 146, 380 (1924). 
"*) Arch. f. exper. Path. 191, 358 (1939). 
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Erléschens (durch den Verbrauch des in der Fliissigkeit phys.f ; 
kalisch gelésten Sauerstoffs) sogar quantitative Feststellunge, F- 
erlauben kann. 


Drittens mahnen uns diese Beobachtungen zur Vorsicht jy t 


der Bewertung von ,,Reduktionsmitteln“ und ,,Oxydationsmitteln & 
denn sie zeigen ja, daB gerade die am leichtesten dehydrierbare, B 
also stirksten ,,Reduktionsmittel“ die stirkste ,,.Luminolreaktioy f 
geben, weil sie besonders leicht Peroxyd bilden und sich dahe 
wie ein starkes ,,Oxydationsmittel* verhalten kénnen. Es ist eben & 
unmoglich, den Oxydations- oder Reduktionsvorgang fiir sich 1 § 
betrachten und dabei aufer acht zu lassen, daB stets Oxydations. 
und Reduktionsprozesse gleichzeitig ablaufen (Oxydoreduktionen. & 
Michaelis). Vielmehr erscheint es notwendig, sich jedesmal 
Klarheit dariiber zu verschaffen, welche Substanzen oxydiert und & 
welche reduziert werden und ferner dariiber, was fiir Reaktions. & 
produkte dabei entstehen kénnen. : 
SchlieBlich haben diese Befunde gezeigt, daB auch der , Jn. 
dicator* Luminol bei alkalischer Reaktion — wie sie fiir die 
Luminol-Probe ja ohnehin bestehen mu8 — von Luftsauerstof § 
dehydriert wird und so selbst Peroxyd bilden kann, das dam §& 
seinerseits Luminescenzerscheinungen in der bekannten Weis 
auslést. Da aber das Luminol, wie wir sahen, erst in der Warme 
ausreichend schnell dehydriert wird, ist es verstindlich, daB auch 
Reaktionen mit einer geringen Wirmeténung doch eine sichtbar: & 
Luminescenz auslésen kénnen, sofern sie die Autoxydation de § 
Luminols nur geniigend zu beschleunigen vermégen. 


VIII. 


Dieser Zusammenhang wiirde zugleich weitere Befunde er 
klaren kénnen. Wir beobachteten namlich, daB beim Aufgiefen 
einer alkalischen Luminollésung auf eine wasserlésliche Substau 
stets ein kraftiges Aufleuchten in griinlichem Farbton auftrat. 
Dies klang bald ab, trat aber bei Umschiitteln der Probe wiede! 
auf, solange noch ungeléste Substanz vorhanden war. Himi 
verstiirkte die Reaktion nicht. Soweit bei der Lésung eine Er 
warmung eintritt, wie z. B. bei Lithiumchlorid, bediirfte es keine 
weiteren Erklirung. Die Reaktion trat aber auch bei Substanzen & 
auf, die bei der Auflésung eine Abkiihlung verursachen, wie be- § 
sonders Ammoniumsalze. 

Wir haben hier natiirlich zuerst an eine Oberflichenwirkung 
gedacht. Allein es zeigte sich bei entsprechenden Versuchet, f 
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daB Adsorbentien keine Luminescenz auslésen und auch die 
Luminescenz einer peroxydhaltigen Lésung nicht verstirken 


 kénnen, wie schon Albrecht) fand. 


Es hat den Anschein, da in einigen Fallen die Hydrata- 
tionswarme als Ursache in Frage kommt. Dafiir wiirde folgende 


cenz auf. 

Die Neutralsalze miissen jedoch noch besondere Wirkungen 
haben. Lést man etwas Luminol in der Loésung eines Salzes, 
etwa in einer NaCl, ZnSO,, (NH,),SO, oder anderen Lésung auf 
und tropft n/5-Natronlauge oder Kalilauge zu, so tritt beim Ein- 
fall des Tropfens ein deutliches Aufleuchten ein. Das ist noch 
in einer verdiinnten Salzlésung bei n/64 der Fall. In luminol- 
haltigem destilliertem Wasser, also ohne Salz, trat dagegen keine 
Luminescenz beim Kintropfen der Lauge mehr auf. Hamin war 
in diesen Fallen ohne Einflu8. 

Wir vermégen dies Phinomen nicht zu erkliren. Die Er- 
wirmung bei der Verdiinnung der eingetropften relativ konzen- 
trierten Lauge kann nicht die (alleinige) Ursache sein, denn in 
diesem Falle miiBte die Luminescenz auch ohne Salz auftreten 
und durch Himin verstarkt werden. Beides ist aber nicht der 
Fall. Es muB sich demnach um eine ,,Salzwirkung“ eigener Art 
handeln. Dafiir wiirde die weitere Beobachtung sprechen, daB 
auch die durch Peroxyd oder durch Oxydation von Glucose aus- 
geléste Luminescenz bei Anwesenheit eines Salzes in der Lésung 
deutlich verstirkt ist. Die Kmpfindlichkeit der Reaktion gegen- 
iiber Wasserstoffperoxyd wird so um etwa eine GréBenordnung 
hinaufgesetzt. Méglicherweise steigern die Neutralsalze die La- 


bilitat des Luminols. 


Zusammenfassung 

l. Die ,,Luminolreaktion“, d. h. das Erscheinen einer Lumi- 
nescenz in einer alkalischen Lésung von o-Amino-phthalsaure- 
hydrazid ist auBer bei Zugabe von Peroxyd in folgenden Fallen 
zu beobachten: 

a) bei der Hydrolyse von Kstern, 

b) bei jeder Reaktion einer Saéure mit einer Base, 

c) bei Zugabe von konzentrierten Alkalihydroxydlisungen, 

d) bei starkerem Erwirmen, 
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e) bei der Dehydrierung autoxydabler Substanzen durch Luft. 
sauerstoff, 

f) bei der Auflosung einer Substanz und bei der Verdiinnung 
einer konzentrierten Salzlésung. | 


2. Die Luminescenz tritt in diesen Fallen nur bei Anwesep. 
heit von Sauerstoff auf. Reduktionsmittel wie Ascorbinsiiure. 
Cystein oder Hydrochinon verhindern sie bzw. heben sic auf 
Hamin verstarkt die Reaktion nur in den Fallen a), d) und ¢) 
wesentlich. 


3. Luminol ist bei alkalischer Reaktion autoxydabel. Dabei 
entsteht Peroxyd. Auf diese Weise kann das Luminol selbst 
einen positiven Ausfall der Luminolprobe bedingen. Die Dehydrie. 
rung des Luminols verliuft jedoch nur in der Warme ausreichend 
schnell, um eine sichtbare Luminescenz auftreten zu lassen. Ks 
kénnen also Energiezufuhren, die fiir die Erregung einer Lumines. 
cenz selbst zu klein sind (Neutralisationswirme usw.), doch 
iiber eine Beschleunigung der Oxydation des Luminols Lumines. 
cenzerscheinungen auslésen und damit einen positiven Ausfall 
der Reaktion bedingen. 


4, Neutralsalze verstarken die Luminescenz und scheinen die 
Labilitaét des Luminols steigern zu kénnen. 

5. Diese Sachverhalte miissen bei der Anwendung der ,,Lumi- 
nolprobe“ beriicksichtigt werden. 
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Zur Kenntnis der Nucleotidase aus Darmschleimhaut 


Nucleinsaéuren II*) 


Von 


Heinz Lehmann-Echternacht 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Wiirzburg) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Mai 1941) 





Der Besitz hochwirksamer Nucleotidasepraéparate ist Voraus- 


‘setzung fiir die Durchfiihrung der praparativen Spaltung von 
| Nucleotiden. Dariiber hinaus ist zu erwarten, daB solche Praparate 
‘neue methodische Méglichkeiten zur Konstitutionsaufklérung von 
| Naturstoffen mit Nucleotidcharakter eréffnen. 


Die gewiinschten Enzympriparate sollen sich aus billigem, in 


| grobBeren Mengen zuginglichem Ausgangsmaterial, wenn médglich 
_ wirkungsrein, d.h. frei von den ibrigen am Nucleinséureabbau be- 
-teiligten Fermenten (Polynucleotidasen, Nucleosidasen, Purin- und 
| Pyrimidindesaminasen), darstellen lassen. Endlich erscheint es 
| erstrebenswert, das Ferment in Form eines haltbaren Trocken- 
| praparates zu gewinnen. 


Die Wahl von Darmschleimhaut (vom Kalb) als Ausgangs- 


| material ist bestimmt durch den Umstand, daB dieses Organ 
| besonders reich an Nucleotidase, arm aber an Nucleosidase ist}). 


Aus der mit Aceton und Ather getrockneten und so haltbar 


vemachten Darmschleimhaut la8t sich die Nucleotidase mit Wasser 
' ausziehen. Die Extraktion ist unvollstindig, der Riickstand (50°/, 


der Trockensubstanz) enthalt noch fast die Halfte des Fermentes. 


 Vollstaindiger laBt sich das Enzym mit schwach ammoniakalischem 


Wasser eluieren. Die dabei auftretende Quellung der Schleimstoffe 


'erschwert aber das Zentrifugieren des Riickstandes, so daB dieser 
eine erhebliche Menge (etwa 1/,) des Fermentes zuriickhalt. 


Aus den Lésungen kénnen unwirksame Begleitstoffe mit 
Kohlenséure gefallt werden. Weiteres inaktives Material wird 
durch Adsorption an Aluminiumhydroxyd C, entfernt. Aus der 


*) I. Mitteilung: F. G. Fischer u. Mitarbeiter, J. prakt. Chem. (2) 158, 
79 (1941). 
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Restlésung kann das Enzym durch Fallung mit Aceton isoliert 
werden. Die Anreicherung ist ungefihr 83—4fach. 

Mit weit besserem Erfolg laBt sich ein von H. Albers ung 
i. Albers?) fiir die Gewinnung hochwirksamer Glycerophosphatage. 
Praparate aus Nieren, in einem Falle auch Rattendarmschleimhaut, 
angegebenes Verfahren fiir unsere Zwecke heranziehen. Auf dip 
Ofters zur Diskussion gestellte Frage der Identitaét der Glycero. 
phosphatase und Nucleotidase soll unten weiter eingegangey 
werden. 

Die von diesen Autoren ausgearbeitete Methode, welche sich 
durch auBerordentliche Hinfachheit auszeichnet, ist durch folgende 
Schritte charakterisiert : Freilegung der Phosphatase durch Autolyse 
des Organbreies in waBrigem Alkohol (25°/,) unter Toluol und 
Kssigesterzusatz, wobei lediglich Begleitstoffe abgebaut werden 
und die Phosphatase in Lésung gebracht, aber nicht angegriffen 
wird, Abtrennen des ungelést Gebliebenen und Ausfallen der 
Phosphatase durch Alkoholzusatz. Die von diesen Autoren ge. 
wonnenen Préparate wiesen eine bis dahin noch nie erreichte 
phosphatatische Aktivitaét auf. 

In gleicher Weise lassen sich aus Darmschleimhaut vom Kalb, 
in einer Ausbeute von 7—8g aus 1 kg Mucosabrei, Priparate 
gewinnen (im folgenden als ,,Rohferment‘ bezeichnet), welche die 
wirksamste bisher dargestellte Nucleotidase darstellen, soweit 
quantitative Angaben hieriiber tiberhaupt zuginglich und vergleich: 
bar sind. Sie sind mehr als doppelt so aktiv wie die, welche Klein‘) 
durch Glycerinextraktion und Fallung bei pu 4,7 aus Darmschlein- 
haut erhalten hat. Der Vorteil des neuen Verfahrens gegeniiber 
dem von diesem Autor angegebenen besteht nicht nur darin, dai 
es in kirzerer Arbeitszeit mehr, zudem wirksamere, haltbare 
Enzym-Trockenpraparate liefert, sondern auch daB diese Pri: 
parate, wie unten und in einer folgenden Arbeit besprochen wird, 
schon ziemlich begrenzte Spezifitét besitzen. Die Gewinnung von 
Praiparaten mit der letzteren Eigenschaft hat allerdings auch nicht 
in der Absicht Kleins gelegen. 

An Riboguanylsaure als Substrat durch Messung der Anfangs- 
spaltungsgeschwindigkeit nach H. Albers und E. Albers?) aus 
gewertet, besitzen sie 12—13 NuE./mg*). Bei Verwendung von 





*) Die Definition der Nucleotidase-Einheit (NuE.) erfolgt in Analogie 21 
der fiir Phosphatase-Einheiten getroffenen: 1 NuE. liegt in derjenigen Ferment- 
menge vor, die unter optimalen Bedingungen aus dem Substrat in einer Stunde 
eine Phosphatmenge entsprechend 0,1 mg P freilegt. 
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oliert |p-Glycerophosphat als Substrat ergibt sich wbrigens die gleiche 

Pahl. 
und Auch in der 60fachen Menge Wasser sind die Rohferment- 
tase. JE priparate nur zu 3/, léslich. Der Riickstand enthalt ungefahr 1/, 
haut, [Eder Enzymmenge. Der Aschegehalt ist mit fast 10°%/o ziemlich hoch. 
f die FPNeben diesem kann beim Einsatz des Fermentes in praparativer 
cero. [Pe Absicht das Vorhandensein von Schleimstoffen stérend sein. | 
ngen J Der Entfernung dieser Substanzen dienen die folgenden Opera- 

‘tioen: Aus der waBrigen Lésung des Fermentes werden Begleit- 
sich J stoffe an Aluminiumhydroxyd C, adsorbiert. Erkennbar wird die 
ende [Beintretende Reinigung dadurch, daB jetzt die Nucleotidase durch 
lyse FE Aceton und Alkohol nicht mehr gefallt werden kann; ihre Ab- 
und [scheidung erfolgt durch Eintragen von Ammonsulfat, und zwar 
rden [ vornehmlich zwischen 60—80°/,iger Sattigung. Die durch Trocknen 
iffer FE der Ammonsulfatfallung im Vakuum erhaltenen Priéparate bestehen 
der Bu 88—92°/, aus dem Fallungsmittel. Der Aschegehalt dieser 
ge. |Priiparate ist gering (0,7°/,). Wie das Rohferment sind auch sie 
chte HP nur teilweise in Wasser ldslich. 

' Von der Abtrennung des Salzes durch Dialyse wird vorerst 
‘alb, #Babgesehen, einmal, da hinsichtlich der beabsichtigten Verwendung 
rate [Eder Sulfatgehalt belanglos ist, insbesondere aber, weil dadurch 
die J Inaktivierung oder zum wenigsten Unbestandigkeit der Nucleoti- 
weit J dase zu erwarten ist. 
ich: J | Bezogen auf die, nach Abrechnung des Ammonsulfats, vor- 
in’) #@ handene organische Substanz besitzen die Préparate eine Wirk- | 
im- J samkeit von 23—-26 NuE./mg; die Anreicherung der Nucleotidase | 
iber HF aus dem Rohferment betraigt also das Zweifache (Priparat N,). | 
dah = Zu einer noch besseren, und zwar 3,7fachen Anreicherung 
are J fihrt die Adsorption von Begleitstoffen an Aluminiumhydroxyd in 
-ri- J saurem Medium (pu 4,6). Dabei werden bei gleicher Einfachheit des 
id, #@ Verfahrens Praparate mit 47 NuE./mg erhalten (Praéparat N,). 
yon /® Bei praparativer Verwendung dieser bedeutet eine solche | 
cht J Aktivitét: 100 g Hefenucleinsadure (mit 8,219/, P), welche durch ; 

alkalisehe Hydrolyse zu Nucleotiden vorgespalten sind, kénnen ! 
gs: @ iiber Nacht durch 600 mg FermenteiweiB, im Falle des noch 
us @® wirksameren Préparates N,, sogar durch nur 850 mg, praktisch 
on @ vollkommen (zu 99°/,) dephosphoryliert werden. 

| Es erscheint méglich, die Reinigung, z. B. durch Ammonsulfat- 


in © eee ‘ . 
by fraktionierung, noch weiter zu treiben. H. und E. Albers®) 
ide @ konnten durch fraktionierte Alkoholfallung und Auskristallisieren- 






lassen einer anorganischen Beimischung die Anreicherung ihrer 
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Glycerophosphatase steigern (auf 150 PE./mg). Von hochwirksamey 
Phosphatasen ist aber bekannt, daB sie mit steigender Aktivitg 
instabiler und besonders unter den Bedingungen optimaler Wirkung 
schnell zerstért werden. Fiir die priéparative Dephosphorylierung 
der Nucleotide geniigen die hier dargestellten Trockenpriiparate 
vollauf. Nach 14/,jahrigem Aufenthalt im Hisschrank ist kei, 
KinbuBe an enzymatischer Kraft zu beobachten. 

In der folgenden Tabelle ist die Wirksamkeit der von Klein3) 
uber Glycerinextrakte gewonnenen Nucleotidasepriparate mit dey 
unserer Praparate verglichen. Untereinander vergleichbar sind 
natirlich nur die Ansaétze mit ungefahr gleichem Spaltungsgrad: 


Substrate bei Klein und Thannhauser: 
Zeile I und III: Ribodesose-guanylsaures Barium‘). 


i. Ribodesose—-adenylsaures Calcium‘). 
— Thymosin-phosphorsaures Barium‘). 
eR Ribodesose—Cytidylsaure®). 


Ferment: Durch Umfallen bei py 4,6 gereinigter Glycerinextrakt; | ccm | 


ergibt 8,3—15,5, im Durchschnitt 12,0 mg Trockensubstanz. 
In eigenen Ansaétzen: Gemisch der Ribo-nucleotide als Substrat; Rob- 
ferment oder Ammonsulfatfallung (Priparat N,) als Ferment: 





























mg 

Ein- | Anorg. | Spal- m anorg. P 
Ferment gesetzte tung | Zeit Fe md t in |" 

mgP|mgP] °% Pmen’ Idurch 1 mg 

_ Ferment 
I. nach Klein$) 23,2 10,0 42 30) 48 0,42 
II. ,,Rohferment*‘ 9,3 4,5 48 | 2 30’ 1,86 0,97 
III. Klein?) 77,4 77,4 |] 100 | 2h 480 0,082 
_e- 39,5 39,5 | 100 | 5 120 0,066 
= 20,1 420,1 100 | 3" 120 0,056 
, ia 3,02 3,02} 100 | 3h 12 0,083 
VII. ,,Rohferment‘*) [8210 8095 99 | 9» 157 1900 0,46 

VIII. Ammonsulfat- 

fallung, Prap. N, 9,43] 8,92] 94 12h 0,585 | 1,23 
IX. a 10,0 9,8 98 {145 0,72 0,97 
i », ™)**) 11090 41080 99 {13 89 0,93 


*) Ansatze enthalten Silberionen (0,02 n.). 
**) Ferment 11/, Jahre alt. 


Am deutlichsten ist der Unterschied, wenn man die Ferment- 
mengen vergleicht (III—X), welche zur vélligen Spaltung bendtigt 
werden. Die niederen Aktivitaétswerte des Kleinschen Enzy 
praparates, welche auf Grund der Angaben dieses Autors berechnet 














men 
vitit 
kung 
rung 
irate 


Eline 


in’) 
der 
sind 


rad: 


ecm 


toh. 
















173 


Zur Kenntnis der Nucleotidase aus Darmschleimhaut 


sind (III—VI), entsprechen wahrscheinlich nicht ganz den wirk- 
iichen Verhaltnissen, da zu vermuten ist, daB die Spaltung in 
diesen praparativen Ansitzen schon vor Ablauf der angegebenen 
geiten beendet war. 

Fir die Wirkung der Nucleotidase auf Nucleinséuren ist deren 
yorherige Spaltung zu Mononucleotiden durch Polynucleoti- 
dasen Voraussetzung. Von diesen polynucleotidatisch wirkenden 
Enzymen sind unsere Nucleotidasepraparate fast vollig frei. Es 
wird daher hochmolekulare Thymonucleinséure nur in geringem 
AusmaB (4—5°/,) dephosphoryliert, durch Fermentmengen, welche 
unter gleichen Bedingungen eine entsprechende Menge Mono- 
nucleotid véllig spalten. Nicht so eindeutig ist die Priifung mit 
Ribopolynucleotiden, weil diese auch ohne Ferment — allein durch 
die alkalische Reaktion der Ansitze der fermentativen Spaltung 
— eine teilweise Hydrolyse zu Nucleotiden erfahren; die frei- 
werdende Phosphorséure betrigt aber auch hier nur 10—15°/). 

Die Einwirkung des Nucleotidasepriparates auf Desribo- 
oligonucleotide’) 8), welche durch fermentative Vorhydrolyse von 
Thymonucleinsiure durch Pankreaspolynucleotidase gewonnen 
worden sind, zeigt tiberraschende Ergebnisse, die in einer weiteren 
Arbeit berichtet werden’). 

Nucleosidasen sind in unserem Nucleotidasepriparat eben- 
falls nicht enthalten. Die an Adenosin gepriifte Spaltung iiber- 
steigt, wenn itiberhaupt vorhanden, 2—3°/, nicht, selbst wenn 
Fermentmengen zur Anwendung kommen, welche das 40fache 
der zur Dephosphorylierung nétigen betragen. Eine nucleosida- 
tische Wirkung ist bei der praiparativen Dephosphorylierung um 
so weniger zu befiirchten, als diese sich unter Bedingungen vollzieht, 
welche fiir die Wirkung der Nucleosidase sehr ungiinstig sind, 
d.h. bei px 8,6 und unter sofortiger Entfernung der nur schwach 
aktivierenden Phosphorsiure durch tberschiissige Magnesium- und 
Ammoniumionen. Die oben erwahnte Priifung auf Nucleosidase 
erfolgt aber unter optimalen Bedingungen (px 6,5 und unter Akti- 
vierung durch Arsenat)!). Tatsichlich kann auch in gréSeren pra- 
parativen Ansétzen (Spaltung von Ribonucleotiden) freie Ribose 
nie gefunden werden*). 

Uberraschend ist die Feststellung, da8 die in der Darmschleim- 
haut enthaltene Adenosindesaminase die Autolyse iibersteht 





*) Die Bestimmung der Ribose erfolgt colorimetrisch analog dem von 
Sumner) fiir Glucose angegebenen Verfahren. Wie festgestellt wird, kann 
diese Methode ganz allgemein zur Bestimmung von Pentosen dienen. 
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und sich im Rohforment so wirksam vorfindet, daB dieses fiir eine 
zukinftige Bearbeitung des Enzyms ein geeignetes Ausgangs. 
material darstellt. Sie begleitet die Nucleotidase in alle Fraktionen, 
wird auch durch die Adsorptionsreinigung nicht entfernt und gehj 
endlich mit der Nucleotidase in die Ammonsulfatfallung. 

Im Gegensatz hierzu konnte G. Schmidt?) seine ay 
Kaninchenlebern erhaltene Adenosindesaminase durch Adsorption 
an Aluminiumhydroxyd C, von der daneben vorhandenen ,,Guany\- 
siurephosphatase‘‘ abtrennen. 

Selbst der Riickstand, welcher bei der Extraktion der Nucleo. 
tidase aus Rohferment verbleibt und, wie schon erwahnt, ebenfalk 
noch Nucleotidase enthalt, ist desaminatisch wirksam. Das wirk. 
samste Desaminasepraéparat, eine Ammonsulfatfallung (ent. 
sprechend Praparat N,), machte in einer Menge von 1,1 mg iy 
83/, Stunden aus 180 mg Adenosin 9,4mg Ammoniak frei. 

Angesichts der Bedeutung der Adenosinphosphorsaure- Ver. 
bindungen fiir den Organismus hat schon Klein?) vermutet, daj 
das gemeinsame Vorkommen der beiden Enzyme einen tieferen 
physiologischen Sinn hat. Es wird dadurch némlich verhindert, 
daB auf das GeféiBsystem wirksame Adenosinverbindungen bei der 
Verdauung von Kernsubstanz resorbiert werden und in den Kreis 
lauf gelangen. Die hier aufgefundene enge Vergesellschaftung uni 
die Ahnlichkeit in den Léslichkeitseigenschaften der beiden Fer. 
mente sprechen in diesem Sinne. 

Die von Klein?!) aufgefundene Hemmbarkeit der Desaminas: 
durch Silberionen ]éBt sich vollauf bestaétigen. Auch bei den hier 
dargestellten Nucleotidasepraparaten ist in Gegenwart von Silber. 


ionen das Desaminierungsvermégen praktisch belanglos, die nucleo & © 


tidatische Fahigkeit hingegen nicht sichtlich beeintrachtigt. 


Phenol hingegen, welches Stephenson und Trim?*) mit Er® 
folg zur Vergiftung der in Coli-Bakterien vorkommenden Adenosin-& 
desaminase verwendet haben, erweist sich an unseren Praparatel§y ' 
als vollig wirkungslos. Anilin und Phenylhydrazin beeinflussen diff 


Desaminierung ebenfalls nicht. 


Endlich wird, um die Spezifitit der Nucleotidasepraparate ab-& 
zugrenzen, in orientierenden Versuchen ihre dephosphorylierend 


Wirkung an anderen Substraten untersucht. 


Wie schon erwéhnt, werden Riboguanylsdure und £-Glycero- 


phosphat gleich schnell gespalten. Die Freilegung von Phosphat 
aus Monophenylphosphat und dem Gemisch der Hefenucleotidef 
erfolgt ebenfalls mit praktisch der gleichen Geschwindigkeit. Auch 
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' war, wenn er aus den verschiedenen Organen gewonnene Enzym- 
ab: 
nde und Glycerophosphat als Substrat priifte. Auch die in dieser 
| Arbeit beobachtete Parallelitat in der Wirkung der verschiedenen 


| Reinigungsstufen spricht nicht gegen Identitét. Die Dephosphory- 
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jie Adenosin-5-phosphorsaéure, die Muskeladenylsdure, wird gleich 
rasch dephosphoryliert. 

Anorganisches Pyrophosphat wird gespalten, aber deutlich 
langsamer (ungefahr dreimal) als die entsprechende Menge Nucleo- 
tid. Wegen der Schwerléslichkeit des Magnesiumpyrophosphats 
kann allerdings nicht bei optimalem px gearbeitet werden. 

Eine hinsichtlich der nucleotidatischen Wirkung aquivalente 
Menge Darmtrockenpulver spaltet Pyrophosphat gleich schnell wie 
greinigte Nucleotidasepraparate. 

_ Diphenylpyrophosphat und Diphenylphosphat, als Modell eines 
Diesters, werden — wenn tiberhaupt — nur in geringem AusmaBe 
gespalten (weniger als 2°/5), obwoh! die Fermentmenge so bemessen 
ist, daB sich die 8fache Menge Phosphor, gebunden als Mono- 
phenylphosphat oder in einem Mononucleotid unter den gleichen 


| Bedingungen vo6llig in anorganisches Phosphat tiberfiithren 1aBt. 


Wenn der fermentative Abbau von Diphenylpyrophosphat 
baw. Diphenylphosphat tiber Monophenylester als Zwischen produkt 
verlauft, so ist hier die Spaltung des Monoesters sicher nicht der 
seschwindigkeitsbegrenzende Vorgang. 

Die natiirlich vorkommende Kreatinphosphorséure wird zu 


929), gespalten, allerdings durch eine Fermentmenge, welche in 


gleicher Zeit die 4fache Menge Nucleotidphosphor vollig in an- 
organisches Phosphat iiberfiihrt. Eine synthetische Substanz mit 


| Phosphoamidbindung, p-Chloranilinphosphorsaéure, wird unter 


diesen Bedingungen nur zu 2°/, dephosphoryliert. 

Die Frage der Identitat der im alkalischen Gebiet arbeitenden 
tierischen Phosphomonoesterase und 3-Nucleotidase hat schon 
ene Reihe von Autoren 11%) beschaftigt und ist bisher mehr 


‘oder weniger bejahend beantwortet worden. Alle daraufhin ge- 
| priften Phosphatasepraparate erwiesen sich sowohl wirksam als 
Phosphatase wie als 3-Nucleotidase. Eine wesentliche Unter- 
| stiitzung bildeten die Angaben Kays?!%), welcher zeigen konnte, 


da8 das Verhaltnis der Spaltungsgeschwindigkeiten immer konstant 


praparate auf ihre dephosphorylierende Wirkung an 3-Nucleotiden 


lierung eines 5-Nucleotids, der Muskeladenylséure, scheint aber 


Fermentes zu sein. So haben sich Enzympraparate gewinnen lassen, 
12* 
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welche Muskeladenylsiure dephosphorylierten, Glycerophosphai, 
Guanylsiure, Cytidylsiure usw. aber unberihrt lieBen?). Ferne; 
hat kiirzlich Das?°) in Phosphatasepriparaten durch selektiye 
Adsorption das Verhaltnis der Spaltungsgeschwindigkeiten fi 
Glycerophosphat einerseits und Adenosin-5-phosphat andererseits 
verschieben kénnen. Die aus diesen Befunden zu folgernde Aus. 
nahmestellung der 5-Nucleotidase als eines spezifischen Fermentes 
gibt Veranlassung, die bisher angenommene Identitét der Glycero. 
phosphatase und 8-Nucleotidase einer kritischen Betrachtung 
zu unterziehen. 

Die Befunde von H. Albers und Mitarbeitern?) iiber die Aus- 
tauschbarkeit der Co-Fermente saurer und alkalischer Phosphatasen 
haben in Analogie z. B. zu Dehydrasen, fiir dephosphorylierende 
Fermente eine zusammengesetzte Natur (aus Co- und Apo-Ferment) 
vermuten lassen. Fiir die Glycerophosphatase aus Nieren (px-Opti- 
mum == 9) ist kirzlich auch dafir der endgiiltige Beweis erbrachit 
worden. [D. Albers*®*).] Ist dies aber ein fiir alle Phosphatasen zu- 
treffendes Bauprinzip, so laBt sich dem bisherigen Hauptargument fiir 
die Identitat, der Parallelitét der Spaltungsgeschwindigkeiten, ein 
gewichtiger Kinwand entgegenhalten: Wenn man das Spaltungsver- 
mégen gegeniiber Glycerophosphat und Nucleotiden als begrenzt 
durch die im jeweiligen Praparat neben den spezifischen Apofermen- 
ten vorliegende Co-Fermentmenge ansieht, wird die aufgefundene 
Parallelitat der Spaltungsgeschwindigkeiten durchaus verstandlich. 

Unter Zugrundelegung dieser Anschauung la8t sich auch ein 


von Gulland und Jackson?) getroffener, sonst unerklarlicher — 


Befund deuten: Ein aus Retina (vom Schaf) gewonnenes Nucleo- 
tidasepréparat spaltet sowohl 3-Adenylsdure wie 5-Adenylsaure, die 
letztere anfanglich erheblich schneller als die erstere (61°/, Spaltung 
in 2 Stunden, 100°/, in 22 Stunden). Bei Hefeadenylsiéure als Sub- 
strat ist die anfiangliche Spaltungsgeschwindigkeit sehr klein 


(5,5°/) Spaltung in 2 Stunden), steigt aber mit fortschreitender | 


Versuchsdauer, so da8 ebenfalls in 22 Stunden vollige Dephosphory- 
lierung erzielt ist. Es spricht dies dafiir, daB mit fortschreitender 
Versuchszeit das Co-Ferment vom Apo-Ferment der 5-Nucleo- 
tidase zu dem der 3-Nucleotidase wandert. Wurde das gleiche 
Enzympraparat nun dialysiert, womit ihm Gelegenheit gegeben ist, 
weiteres Co-Ferment zu verlieren und die Gleichgewichte des noch 
vorhandenen einzustellen, und nun an beiden Substraten aus- 
gewertet, so ist die Spaltungsgeschwindigkeit an beiden von Anfang 
an vollig gleich. 

















hat, 
Tner 
‘tive 

fiir 
seits 
Aus. 
ntes 
ero- 
ung 


LUs- 
Sen 
nde 
nt) 
pti- 
cht 
Zu- 
fiir 
eln 
er: 
nzt 
el: 
ne 
ch. 
ein 
rer 
20- 
lie 
ng 


ib- 


177 


Zur Kenntnis der Nucleotidase aus Darmschleimhaut 





Es wird somit hier die Anschauung vertreten, daB die bisher 


- erhaltenen phosphatatischen Enzympraparate kemen Anspruch auf 
-Finheitlichkeit im fermentchemischen Sinne erheben diirfen, 


sondern noch Enzymgemenge darstellen. Eine Trennung in die 


jeweiligen Holo-Fermente wird nicht einfach sein, einmal, da die 
jhnen zugrundeliegenden Apo-Fermente in Struktur und Ver- 
halten ziemlich ahnlich sein werden, zum anderen aber, weil die 
- indieser Absicht unternommenen Operationen, wie z. B. Adsorption, 


Dialyse usw. sehr leicht zur Verarmung an Co-Ferment fiihren 


| kénnen. Die Begrenzung der Wirkung durch die Co-Fermentmenge 


wiederum kann sich dann, wie oben ausgefihrt, in Parallelitat der 


Spaltungsgeschwindigkeiten an den verschiedenen Substraten und 


damit in — scheinbarer — Unspezifitaét a&uBern. 

Exakt nachweisen lift sich die Spezifitét der einzelnen Fer- 
mente, wenn man in der Lage ist, die Apo-Fermente zu trennen, 
und diese, nach Rekombination mit einem Co-FermentiiberschuB, 
an den einzelnen Substraten auszuwerten. 

DaB auch hochwirksame Phosphatasepriparate noch voll- 
kommen heterogene Fermentgemische sein kénnen, geht hervor aus 


dem Vorkommen der Adenosindesaminase, eines den Phosphatasen 


sicher wesensfremden Fermentes, in den in dieser Arbeit dar- 
gestellten Praparaten. 

Ein weiteres, bisher fiir die Identitaét von Glycerophosphatase 
und 8-Nucleotidase als wesentlich angefihrtes Argument, das 
gleiche Verhalten gegeniiber Aktivierungs- (z. B. Mg-Ionen) oder 
Hemmungsstoffen verliert an Beweiskraft, wenn man es als Be- 
einflussung des bei beiden Enzymen gleichen Co-Fermentes ansieht. 

Aus den dargelegten Griinden erscheint die eingangs erérterte 
Frage also noch vollig offen. 


Zusammenfassung 


1. Es wird in Anlehnung an die Vorschrift von H. Albers 
und E. Albers?) zur Gewinnung von Nierenphosphatase die Dar- 
stellung hochwirksamer Nucleotidasepraparate aus Kalbsdiinndarm 
beschrieben, und ihre Aktivitit mit der von anderen Autoren an 
ihren Enzympraparaten beobachteten verglichen. 

2. Das Nucleotidasepriparat ist das wirksamste der bisher 
dargestellten. Es kénnen z. B. 100g Ribonucleotid in 12 Stunden 
durch 850 mg Ferment vollstiindig dephosphoryliert werden. 

3. Die Praparate sind praktisch unwirksam als Polynucleo- 


tidase. 
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4. Sie weisen kein Spaltungsvermégen fir Nucleoside ay 
In diesem Zusammenhang wird festgestellt, daB das von Sumner’) 
angegebene Verfahren zur colorimetrischen Bestimmung von Glu. 
cose sich auf Pentosen — Arabinose, Lyxose, Xylose und Ribose — 
iibertragen laBt. 

5. 3- und 5-Nucleotide, Glycerophosphat, Monophenylphos. 
phat, sowie Kreatinphosphat werden durch das Nucleotidage. 
praparat ungefahr gleich gut dephosphoryliert. Auch anorganische; 
Pyrophosphat wird gespalten. Diphenylpyrophosphat, Diphenyl. 
phosphat und p-Chloranilinphosphorsiure werden praktisch nicht 
angegriffen. 

6. Ks wird die Frage der Identitiét der Glycerophosphatas: 
und der 3-Nucleotidase diskutiert. Auf Grund der bisher vor. 
liegenden experimentellen Ergebnisse erscheint die Frage — ent. 
gegen der in der Literatur vertretenen Meinung — noch keinesweg: 
eindeutig entschieden und wird offengelassen. 


Experimenteller Teil 


Bestimmung der Nucleotidase-Wirksamkeit. Als Substrat bei der 
Prifung auf nucleotidatische Wirkung dient das aus Hefenucleinséure durch 
Spaltung mit Ammoniak und Magnesiumoxyd erhiltliche Nucleotidgemisch. 
Der Gehalt an organisch gebundenem Phosphor wird als Nullwert besonder 
bestimmt, da unter den Bedingungen der Hydrolyse auch schon geringe De- 
phosphorylierung (etwa 4—10°/,) eintritt. Die Ansatze enthalten genug Ma- 
gnesium- und Ammonium-Ion, um alle freiwerdende Phosphorsadure als Ma- 
gnesiumammoniumphosphat zu fallen. 

Die sonst iibliche Methode, den Spaltungsgrad einfach durch Bestimmung 
des anorganischen Phosphates zu ermitteln, wird hier — mit Ausnahme einiger 
besonderer Fille — aus zwei Griinden nicht verwandt: einmal sind bei hohen 
Spaltungsgraden die Ansatze durch Ausfillung des Magnesiumammoniun- 
phosphates so inhomogen, daB die korrekte Entnahme eines aliquoten Teiles 
nicht gewahrleistet ist. Zweitens sind, auch nach der Trichloressigsaéurefallung, 
in manchen Lésungen Substanzen enthalten, welche mit Molybdat in kongo- 
saurer Lésung Triibungen bzw. Fallungen erzeugen, wodurch das Colorimetrie- 
ren illusorisch wird. 

Ks wird daher nach Abstoppen der Fermenteinwirkung durch Aufkochen 
die Ausfallung des anorganischen Phosphates durch Zugabe von Magnesiamixtur 
und Ammoniak vervollstandigt und in der Restlésung der organisch gebundene 
Phosphor nach Veraschung bestimmt. Die Differenz zwischen eingesetztem und 
nach der Spaltung gefundenem organisch gebundenem Phosphor ergibt das 
Ausma8 der Fermentwirkung. 

Die Auswertung gestaltet sich so folgendermaBen: Etwa 2,6 g Hefe- 
nucleinsiure (mit 8,2°/) P) werden in 6 cem 2 n-Ammoniak und 50 ccm Wasser 
gelést. Nach Zugabe von 500 mg Magnesiumoxyd wird 6 Stunden am Riick- 
fluBkiihler erhitzt (Olbadtemperatur 125°). Nach Vollendung der Vorspaltung 





a 














_ wird durch Einleiten von Koblendioxyd auf py = 8,5eingestellt und auf 100 ccm 
a aufgefillt. 5ccm dieser Lésung (mit etwa 10,0 mg organisch gebundenem P) 
| werden mit der zu priifenden Fermentlésung auf 15 ccm aufgefiillt und bei 38° 
| bebritet. Zur Feststellung des Spaltungsgrades werden 5 ccm der Lésung in 
- ein Zentrifugenglas (10 ccm) gegeben und mit 2cem m/3-Magnesiamixtur und 
- 1 ccm 4n-Ammoniak versehen. Nach zweistiindigem Stehen wird zentrifugiert 
' und ein aliquoter Teil der klaren Restlésung (1—3 ccm) in einem Jenaer 
' Reagenzglas unter Zuhilfenahme einiger Tropfen Octylalkohol iiber dem Bunsen- 
' brenner eingedampft. Nach Zugabe von 0,5 cem konzentrierter Schwefelséure 
und einiger Tropfen Salpetersiure wird verascht. Restliche organische Sub- 
| stanz, welche sich durch braéunliche Farbung verrat, wird durch einige Tropfen 
; Perhydrol zerstért. Nach Auffiillen auf 50 ccm wird in einem Teil der Lésung 
(2—15 ccm) der Phosphor nach Tschopp und Tschopp?) colorimetrisch 
| bestimmt. 
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Abweichungen in der Art des Ansatzes, bzw. Substrat, Pufferung usw., 


' sind in folgendem besonders vermerkt. 


Darstellung von Darmtrockenpulver. 560 g frischer Mucosabrei [ge- 


' wonnen nach Klein) aus Kalbsdiinndarm] werden mit dem 4fachen Volumen 
' kaltem Aceton (5°) verriihrt. Die abgenutschte faserige Masse wird dann noch 
- gweimal mit 300 cem Aceton, je einmal mit dem gleichen Volumen Aceton- 
_ Athergemisch 1:1 und Ather gewaschen. Das im Exsiccator tiber Schwefel- 
| siure getrocknete Produkt wiegt 87 g. Nach %/,stiindigem Mahlen in der Kugel- 


mihle kénnen 60—70 g leicht staubendes, schwach braunliches Pulver von 
nucleotidatisch fast unwirksamen Gewebefetzen abgesiebt werden. 


Anreicherung der Nucleotidase nach ammoniakalischer Extraktion. 


| 3gdieses Trockenpulvers werden mit 75 cem Wasser, welches durch Ammoniak- 
zusatz auf py 8,0 gebracht worden ist, verrihrt. Nach kraftigem Schiitteln 


(8 Minuten) wird abzentrifugiert und der Riickstand mit 10 com Wasser nach- 


_ gewaschen. In die vereinigten Lésungen wird Kohlensiure bis zur Sattigung 


eingeleitet und die entstandene Fallung in der Zentrifuge abgetrennt. Die 
klare Restlésung wird mit 15 ccm C,-Aluminiumhydroxydsuspension (27 mg 
Al,O, in 1 cem) geschiittelt. Nach Abtrennung des Adsorbens wird die Rest- 
lésung mit dem doppelten Volumen eiskalten Aceton versetzt. Die gefallte 
Nucleotidase wird je einmal mit Aceton, Aceton-Ather und Ather gewaschen 
und getrocknet. Ausbeute 0,47 g. 

Auswertung: 8,54 mg Ferment spalten in 5 Stunden aus 9,8 mg Nucleo- 
tidphosphor 8,9 mg als anorganisches Phosphat ab (entspricht 91°/, Spaltung). 
Zum Vergleich eine Spaltung mit Darmtrockenpulver: 9,4 mg Darmtrocken- 
pulver setzen in 51/, Stunden aus 9,8 mg Nucleotidphosphor 3,1 mg anorgani- 
schen Phosphor frei (entspricht 34°/, Spaltung). 

Gewinnung des Rohferments aus Kalbsdinndarm. Das Rohferment 
wird vollkommen analog dem von H. Albers und E. Albers?) fiir Nieren- 
glycerophosphatase angegebenen Verfahren aus Darmmucosabrei gewonnen. 
Die Ausbeute betrigt im Durchschnitt (8 Ansétze) 7—8 g aus 1 kg Darmbrei. 

50,4 mg hinterlassen nach Abrauchen mit H,SO,-HNO, und Gliihen 
4,7 mg Riickstand. 

Anreicherung der Nucleotidase durch Adsorption von Begleitstoffen 
an Aluminiumhydroxyd in neutralem Medium. 8 g Rohferment werden 
mit 250 cem eiskaltem Wasser 7 Minuten in einer Flasche geschiittelt, dann 
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abzentrifugiert. Der Riickstand wird abermals mit 200 ccm Wasser ausgezogey, 
Die vereinigten Eluate werden unter Umrihren mit 100 ccm kaltem Aluminiun. 
hydroxyd-C, versetzt (entsprechend 2700 mg AI,O;); das abzentrifugierte 
Adsorbat wie mit 70 ccm kaltem Wasser gewaschen. Rest- und Waschlésung 
werden nicht vereinigt. Die Restlésung wird abermals mit 100 ccm Aluminium, 
hydroxyd C, behandelt. Dieses Adsorbat wird mit der ersten Waschlésung 
nachgewaschen. In die nun vereinigten Lésungen (620 ccm) werden 370 g fein 
gepulvertes Ammonsulfat eingetragen und durch Schiitteln gelést. Es fallt ein 
flockig-schleimiger Niederschlag aus, der sich auf der Zentrifuge (3500 U/min) 
konzentrieren laBt. Zwecks Entfernung der Ammonsulfatlésung empfiehlt sich 
weiteres Zentrifugieren auf einer hochtourigen Zentrifuge (15000 U/min). Die 
Fallung wird dann im Hochvakuum iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. Aus. 
beute 10,4 g (Praparat Nj). 


NH,-Bestimmung: 8,16 mg Subst. verbrauchten 10,20 ccm n/100-Na0H 
(F = 1,027). Gef. 6,80 mg (NH,),SO,; 83,3°/, Ammonsulfat. 


Anreicherung der Nucleotidase durch Adsorption von Begleitstoffen 
an Aluminiumhydroxyd bei p,, 4,6. 2g Rohferment werden 7 Minuten mit 
80ccm eiskaltem Wasser geschiittelt und dann scharf abzentrifugiert. Der Riick- 
stand wird in gleicher Weise abermals mit 50ccm Wasser extrahiert. Der nun 
verbleibende Riickstand wiegt nach Waschen mit Aceton und Ather 0,45 g (R.). 

Die vereinigten Ausziige werden durch Zugabe von 7 ccm n-Acetatpuffer 
auf py =4,6 angesauert. Die Lésung wird nun geteilt. In die eine Halfte (65 ccm) 
werden 34 g fein gepulvertes Ammonsulfat eingeriihrt und bis zur védlligen 
Lésung geschiittelt. Der schleimige Niederschlag wird auf einer hochtourigen 
Zentrifuge abgetrennt und im Hochvakuum iiber Phosphorpentoxyd getrocknet 
(Praparat I, 3,83 g). Der Rest der Lésung wird 3 Minuten mit 20 ccm Alu- 
miniumhydroxyd C, geschiittelt ; das Adsorbens wird dann durch Zentrifugieren 
abgetrennt. In die Restlésung werden 39 g Ammonsulfat eingetragen. Das 
gefallte Ferment wird abzentrifugiert und wie oben getrocknet (Priparat II, 
0,90 g); im folgenden als Praparat N, gefiihrt. 

Ammoniakbestimmung (N,): 6,67 mg Ferment, verbraucht 7,64 ccm 
n/100-NaOH (F = 1,168). Gef. 5,81 mg Ammonsulfat = 87,1°/. 

Auswertung: Eingesetzt je 8,3 mg Nucleotid-P. Die Fermentmengen sind 
auf das Ausgangsmaterial bezogen einander aquivalent. Dauer der Ferment- 
einwirkung 7 Stunden. 


mg Ferment mg anorg. P 
Rohferment ...... 2,0 5,6 
Riickstand ...... 0,45 1,4 
PriparatI....... 7,66 3,5 
Praparat II (N,) .... 1,8 2,9 


Wie aus einem Vergleich der Wirksamkeit von Praparat I und IT hervor- 
geht, tritt durch die Adsorption in saurem Medium nur ein geringer Wirksam- 
keitsverlust ein. 


Vergleich von Nucleotidase-Praparaten verschiedenen Reinigungs- 
grades durch Bestimmung der Anfangsspaltungsgeschwindigkeiten. In 
Anlehnung an die von H. Albers und E. Albers?) angegebene Methode ent- 
halten die Ansatze in 20ccm: 1. 5ccm Substratlésung, 2. 5ccm 0,08 n. 
Magnesiumsulfatlésung, so daB Gesamtansatz 0,02n. an Mgt* ist, 3. 5 ccm 
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Zur Kenntnis der Nucleotidase aus Darmschleimhaut 


i 0,5n-Ammoniak-Ammonchloridpuffer py 8,89, 4. 5 ccm der Lésung des 
q jeweiligen Fermentes. 


Die vereinigten Lésungen 1 + 2+ 3 werden im Thermostaten auf 35° 


| erwarmt und dann die ebenfalls 35° warme Fermentlésung zugegeben. Nach 
' 15, 30 und 60 Minuten werden je 5 ccm entnommen und die Fermentwirkung 
durch Zusatz von 1 cem n-Trichloressigsiurelésung abgestoppt. Nach Ab- 
| yentrifugieren wird der Gehalt an anorganischem Phosphat direkt colorimetrisch 


ermittelt. 


I. Riboguanylsaure als Substrat. Die Guanylsaure liegt als tertiares 


} Natriumsalz mit 5,69°/, P vor (dargestellt nach Steudel und Peiser*). 
| 500 mg werden in wenig Wasser gelést, mit Essigsdure auf py 8,8 abgestumpft 
und zu einer 2,1°/,igen Lésung verdiinnt, so daB in 5 ccm 6,00 mg P sind. 


Fermentlésungen : 


| a) 0,6 mg Rohferment in 5 ccm, 
|b) 10mg Praparat N, (= 0,167 mg organische Substanz) in 5 ccm, 
' c) 1,0 mg Praparat N, (= 0,129 mg organische Substanz) in 5 ccm. 


Gefunden: 























, | me snore) "BE SBOE] me onore. "3H mg anor. |" SORE 
P in in | in | 
1 mg a. | eee 1 mg 
20 ccm | Ferment ain | Ferment ee | Ferment 
5} 0,199 0,831 0,112 | 0,678 — | = 
30 0,382 0,635 0,206 1,234 0,304 2,35 
607 0,721 1,200 0,381 2,280 “ne _ 











Im Durchschnitt verhalt sich die Spaltungsgeschwindigkeit in a) zu der 


in b) wie 1: 2, zu der in c) wie 1: 3,7. 


II. £-Glycerinphosphorsaure als Substrat. Ein kaufliches Pra- 


Fermentlésungen: 
a) 0,6 mg Rohferment in 5 ccm. 


| parat des Natriumsalzes wird einmal umkrystallisiert. Gef. 10,2°/) P, ber. 10,1°/o. 
Verwandt wird eine 1,58°/,ige Lésung, welche durch Essigsdurezusatz auf py 8,8 
_ gebracht worden ist; 8,00 mg P in 5 ccm. 


F b) 1,38 mg Praparat N, in 5 ccm (= 0,234 mg organische Substanz). 


c) 10 mg Praparat N, in 5 cem (= 0,129 mg organische Substanz). 






































a) b) c) 
| mg anorg. mg anorg. | mg anorg. 
mg | P durch mg P durch mg | P durch 
anorg.P | Img anorg. P 1 mg anorg. P 1 mg 
| Ferment Ferment | Ferment 
15°} 0,208 =| = 0,337 0,168 0,719 0,154 1,19 
30’ 0,396 | 0,661 0,294 1,270 0,302 2,32 
60’ 0,730 | 1,220 0,520 2,250 0,581 4,50 





Durchschnittlich betragt die Spaltungsgeschwindigkeit in b) das 1,9fache, 


in c) das 3,7fache wie in a). 
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Einwirkung der Nucleotidase auf Hefe-nucleinsdure. 250 mg Hei. I {es 
nucleinséure*) (8,21°/, P) werden mit Natriumcarbonatlésung neutralisiert ung [Re 
mit 1ecm n-Ammonsulfatlésung versetzt. Nach Eintragen von 30 mg Magne. & die 
siumoxyd wird Kohlensiure eingeleitet, bis sich py 8,5 eingestellt hat ung I Da 
auf 12,5 ccm aufgefillt. Alle Operationen werden unter Kihlung auf 5) & we 


durchgefiihrt. E los 
1. 5ccm dieser Lésung+ 5 ccm Nucleotidase (= 3,9 mg Praparat N)). ’ du! 
2. 5ccm dieser Lésung + 5 ccm Nucleotidase (aufgekocht).  m/ 


— 


Nach 10 Stunden bei 38° werden gefunden in 


1. noch 6,94 mg organisch gebundener P, Spaltung 10,6°/,, 
2. noch 7,76 mg organisch gebundener P. 


In einem ahnlichen, etwas weniger schonend durchgefiihrten Versuc) 
wird eine Spaltung von 15,5°/) beobachtet. 


Einwirkung der Nucleotidase auf a-Thymo-nucleinsaure. 300 m; 
a-thymonucleinsaures Natrium, dargestellt nach Levene?) (mit 7,04°/, P), 
werden in 1] ccm Wasser gelést, 1 com n-Ammonsulfatlésung zugegeben und & 
30 mg Magnesiumoxyd eingetragen. Nach Abpuffern mit Kohlensaure auf ge 


pa 8,5 wird auf 12,5 ccm aufgefiillt. DA 
Da die Lésung in der Kalte hochviscos ist, muB heiB auspipettiert werden, J vo 
1. 5 ccm dieser Lésung + 5 ccm Nucleotidase (= 3,9 mg Praparat N,). 
2. 5ccem dieser Lésung + 5 ccm Nucleotidase aufgekocht. F au 


Nach 10 Stunden bei 38° werden gefunden in 
1. noch 8,32 mg organisch gebundener P, Spaltung 3,9°/,, 


2. noch 8,66 mg organisch gebundener P. F ge 

Zwei andere Versuche mit von dem ersten und unter sich verschie. . 
denen Praparaten von thymonucleinsaurem Natrium bzw. Magnesium ergeben . 
folgendes Bild: 4 ri 
mg Nucleotid-P mg Ferment Zeit anorg. P °/o Spaltung de 

3 10,0 4,6 12 0,4 4 Pon 
2. 20,0 4,3 5 oJ 5,5 Fr 
. , . . ' . P 
Priifung des Nucleotidasepraparates N, auf Nucleosidase. 50n & x 


(0,172 Millimol) Adenosin werden in 15 ccm Wasser gelést und mit 5 ccm 
m/5-Natriumarsenatlésung, welche durch Essigsiurezusatz auf py 6,5 ein- & 
gestellt worden ist, versehen. Nach Erwairmen auf Thermostatentemperatur & (e 
(38°) werden 5ccm Fermentlésung (= 100 mg Praparat N,) zugegeben'!). & 
5 ecm werden sofort als Kontrolle entnommen und zur Abstoppung der Fer- 
mentwirkung aufgekocht. Die nach 2- bzw. 16stiindiger Bebriitung entnom- 
menen Proben werden ebenso behandelt. Durch Zentrifugieren wird das 
geflockte Fermenteiwei8 abgetrennt. 


Die Bestimmung der Ribose, die durch Nucleosidasewirkung freigemacht J 3! 
werden kénnte, erfolgt colorimetrisch analog dem von Sumner”) fiir Glucose — / 
angegebenen Verfahren mit Dinitrosalicylsiure als Reagens. Durch Kontroll: — 4 


versuche mit Pentosen wie Xylose, Arabinose, Lyxose und Ribose konnte 








*) Fir die Uberlassung von Hefenucleinsaure danke ich der Firma 
C. F. Boehringer & Sohn, Mannheim-Waldhof. 
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: festgestellt werden, daB diese Zucker sich hinsichtlich ihrer Reaktion mit dem 
' Reagens gegentiber Glucose und unter sich aquivalent verhalten. Als Standard 
| dient eine Arabinoselésung mit einem Gehalt von 1 mg pro Kubikzentimeter. 
' Da Mengen von 0,2 mg Zucker nur noch schlecht zu colorimetrieren sind, 
' werden zu der zu bestimmenden Lésung (1 ccm) je 1 ccm (= 1 mg) Arabinose- 
' jésung, in einem Falle 1,05 ccm zugegeben. Um eine eventuelle Beeinflussung 
' durch Arsenat aufzuheben, wird die Standardlésung (lcm = 1 mg) mit 1 ccm 
| m/25-Arsenat versetzt. 
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‘ ccm Ansatz + mg Pentose gef. mg Pentose 
] 0 Stunden 1 + 1,000 1,018 
2 2 9 1 -+ 1,000 1,024 
3 - | « 1 + 1,000 1,022 
4 16 oi 1 + 1,050 1,075 


Aus dem Vergleich der Werte |—3 geht hervor, daB keine Ribose auf- 


getreten ist, denn diese Werte liegen innerhalb der Fehlergrenze der Ablesung. 


Aus Spalten 3—4 ist ferner mit aller Deutlichkeit ersichtlich, daB ein Zuwachs 


' von auch nur 0,05 mg pro 1 ccm oder 1,25 mg in 25 cem einwandfrei erkennbar 
_ wire. Da bei vélliger Spaltung des Adenosins 0,172 Millimol = 25,8 mg Ribose 
' auftreten, so ergibt sich mit Sicherheit, daB die nucleosidatische Spaltung, 
| wenn iiberhaupt vorhanden, nicht mehr als 2—3°/, betragt. 


Priifung der Fermentpraparate auf Adenosin-desaminase. Line ab- 
gewogene Menge Adenosin (40—200 mg) wird in 20 ccm Wasser und 10 ccm 
m/5-Phosphatpuffer (px 7,0) aufgenommen. Nach Erwarmen auf 38° wird die 
jeweilige Fermentmenge, in 15 cem Wasser (von 38°) gelést, zugegeben. Es 


| werden sofort (tf = 0) 2 Proben zu 10 ccm zur Kontrolle entnommen und die 
Fermentwirkung durch Anséuern abgestoppt. Dem bei 38° bebriiteten Rest 


der Lésung werden nach Beendigung des Versuches ebenfalls 2-10 ccm ent- 
nommen und diese wie oben behandelt. Die immer doppelt ausgefiihrte Am- 
moniakbestimmung erfolgt in einer modifizierten Mikroapparatur nach 


- Parnas2’). Vorgelegt werden 10 ccm n/50-Salzsaure, titriert wird mit n/100- 


NaOH und Indicatorgemisch nach Tashiro?). 

Praparat N,: 200 mg (0,68 Millimol) Adenosin, 26,3 mg Ferment (N,) 
(entsprechend 4,4 mg organischer Substanz), titriert nach ¢=0: 12,21, 
t= 15 Stunden: 1,04ccm, A = 11,17 ccm n/100-NaOH (F = 1,027), im 
Gesamtansatz also 0,52 Millimol NH,. Desaminierung: 70°/,. 15 mg eines 
ihnlich dargestellten Enzympraparates desaminieren 200 mg Adenosin in 
8,75 Stunden zu 81°/,. 

Praparat N,: 110 mg (= 0,414 Millimol) Adenosin (krystallwasserfrei) ; 
30 mg Fermentpraparat N, (= 3,9 mg organische Substanz). Titriert nach 
t=0: 9,46cem, ¢=5,5 Stunden: 1,94cem n/100-NaOH (F = 1,168), 
A = 7,52 ccm, im Gesamtansatz 0,39 Millimol NH,. Desaminierung: 95°/,. 

Wasserextrahiertes Rohferment (Praiparat R): 42,8 mg (= 0,145 Milli- 
mol) Adenosin; 7,5 mg Fermentpraparat (R): titriert nach ¢= 0: 17,30; 
t=7,5 Stunden: 14,64cem n/100-NaOH (F = 1,125); A = 2,66 ccm, im 
Gesamtansatz also 0,14 Millimol NH,. Desaminierung: 96°/). 
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In Kontrollversuchen ohne Substratzusatz spalteten die Enzympri. 
parate N,, N, und R kein Ammoniak ab. 


Versuche zur Vergiftung der Adenosin-desaminase in wasser. 
extrahierten Trockendarmpraparaten. — a) Versuch mit Phenol 
1, 200mg Adenosin (= 0,68 Millimol); als Ferment der Riickstand yo, 
186 mg Darmtrockenpulver, welches mit der 20fachen Menge Wasser extrahiert 
worden ist; 45 mg Phenol. 

2. Gleicher Ansatz ohne Adenosin. 

Gef. 1. = 0: 17,42 com, t= 11 Stunden: 5,86 ccm, 4; = 11,56. 2. t~() 
17,82 cem, t= 11 Stunden: 17,56 com, A, = 0,26, 4; —A, = 11,30 cem n/100. 
NaOH (F = 1,118). Im Gesamtansatz also 0,57 Millimol NH,. Desaminierung; 
84°/,. Hier also geringe Ammoniakabspaltung im Trockendarmriickstand. 

b) Versuch mit Anilin. Gleicher Ansatz wie a 1); statt Phenol 0,1 ccm 
Anilin. Als Indicator dient hier Bromphenolblau wie im folgenden Versuch c), 
Es wird auf griine Farbung titriert. Der Umschlagspunkt ist aber schlecht 2 
erkennen. 

Gef. ¢ = 0: 18,20—18,50 ccm, t = 20 Stunden: 5,80—6,20 cem, A = 12,0 
bis 12,5. 

Trotz der groBen Fehlerbreite der Titration l48t sich erkennen, daB auch 
hier die Desaminierung die gleiche GréBenordnung hat wie in Versuch a). 

ce) Versuch mit Phenylhydrazin. Ansatz wie bei a): statt Phenol 
0,1 com Phenylhydrazin. 

Gef. t = 0: 17,4—17,7, ¢ = 20 Stunden: 6,1—6,4 ccm, 4 = 11,3. 

Auch hier ungehemmte Desaminierung. 


Wirkung der Nucleotidase (Priparat N,) auf (-Glycerophosphat. 
89,90 mg glycerinphosphorsaures Natrium + 10 ccm Wasser + 2 ccm 0,125m. 
Ammonsulfat + 3 ccm Magnesiumoxydaufschlammung (200 mg in 26 ccm), 
mit Kohlensaure auf py 8,5 eingestellt. 


1. 5 ccm dieser Lésung (mit 3,04 mg organisch gebundenem P) +- 5 ccm 
Nucleotidaselésung (= 2,0 mg Ferment Praparat N,). 


2. Gleicher Kontrollansatz mit aufgekochter Fermentlésung. Nach 


10 Stunden bei 38°: 


Gef. noch org. P anorg. P Spaltung 
1. 0,45 2,61 86°/, 
2. 3,06 0 0°/, 


Wirkung der Nucleotidase (Praparat N,) auf Muskel-adenylsaure. 
45 mg Muskeladenylsaure (Priparat Dr. Henning, Berlin-Tempelhof) in 
10 ccm Wasser + 2 ccm 0,125m-Ammonsulfat + 3 ccm Magnesiumoxydau- 
schlammung (200 g in 25 ccm Wasser), mit CO, auf px 8,5 eingestellt. 


1. 5cem dieser Lésung mit 1,30 mg organisch gebundenem P + 5 ccm 
Nucleotidaselésung (= 0,8 mg Praparat N,). 

2. Gleicher Kontrollansatz mit aufgekochter Fermentlésung. Nach 
10 Stunden bei 38°: 


Gef. noch org. P anorg. P Spaltung 
1. 0,24 1,05 81°/, 
2. 1,29 (0,01) 0 
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Spaltung anorganischen Pyrophosphats durch Darmtrockenpulver 


‘und Nucleotidase (Praparat N,). Je 5ccm Pyrophosphatlésung (Na,P,0,- 
'1}0H,O Merck p.a.) mit 12,0 mg Pyrophosphat-Phosphor + 1,5 com 0,33m- 


oa 


' Magnesium—Ammoniumchloridlésung + 3 ccm In-Natriumacetat (Gemisch: 
‘pa 7,9) versetzt mit 
'1. 3cem Nucleotidaselésung frisch (= 5,0 mg Praparat N,). 


13 45 » aufgekocht. 


52 
3.3 ,, Darmtrockenpulversuspension (= 32 mg) frisch. 
4 


: oe ¥ (= 32 mg) aufgekocht. 
Nach 10 Stunden bei 38° werden je 5 ccm auspipettiert und mit je 5 ccm 


' [n-Trichloressigséurelésung versetzt und abzentrifugiert. 


Gefunden (nach Umrechnung auf den ganzen Ansatz) Milligramm an- 


Forganischer P in 1. 3,17, in 2. 0,23, in 3. 10,65, in 4. 0,36. 


In Ansatz 3 und 4 sind die Blindwerte fiir das im Trockendarm enthaltene 


baw. zusatzlich freigelegte Phosphat schon in Abzug gekommen. Durch Nucleo- 
‘tidase gespalten: 25°/), durch Trockendarm gespalten: 86°/). 


Einwirkung der Nucleotidase auf Kreatin-phosphorsaures Calcium. 


| Als Substrat dient die nach Zeile und Fawaz?%) synthetisch gewonnene 
'Substanz. Verwandt wird das Rohprodukt (mit 5,76°/) P), welches noch Koch- 
salz, Calciumchlorid und etwas nicht umgesetztes Kreatin enthalt. 


In Wasser geléste Substanz (mit etwa 10 mg organisch gebundenem P) 


-+1ccm n-Ammonsulfatlésung + 50 mg Magnesiumoxyd, CO, bis px 8,5, auf 
'25cem aufgefillt. 
 Ansatz I: 10 ccm (mit 4,0 mg organisch gebundenem P) + 2 ccm Nucleo- 


tidaselésung (= 8,0 mg Praparat N,). 


 Ansatz II: 10 com (mit 4,0 mg organisch gebundenem P) + 2 ccm gekochte 


Fermentlésung. 
Nach 12stiindigem Aufenthalt bei 38° gefunden noch organisch gebun- 


dener P in I: 0,27 mg, in II: 3,42 mg. Anorganischer P: 3,15 mg; Spaltung 


4 90/ 
9? ig 


Einwirkung der Nucleotidase auf p-Chloranilin-phosphorséure. Etwa 


| 300 mg p-Chloranilinphosphorséure [dargestellt nach P. Otto*°)| in Wasser 
' suspendiert, durch Ammoniakzusatz gelést + 50 mg Magnesiumoxyd + CO, 
_ bis px 8,5, auf 50 ccm aufgefiillt. 

_Ansatz I: 10cem dieser Lésung (mit 8,24 mg organisch gebundenem P) 


+ 3ccm Nucleotidaselésung (= 18 mg Praparat N,). 


| Ansatz II: 10cem dieser Lisung (mit 8,24 mg organisch gebundenem P) 


+ 3ccm gekochte Fermentlésung. 
Nach 14 Stunden bei 38° gefunden noch organisch gebundener P in I: 


8,07 mg, in II: 8,21 mg. Anorganischer P: 0,14 mg; Spaltung also 1,7°/. 


Einwirkung der Nucleotidase auf diphenyl-phosphorsaures Kalium. 


_Etwa 500mg Diphenylphosphat, gewonnen nach Bernton*!), + 1 ccm 
_ n-Ammonsulfatlésung + 50mg Magnesiumoxyd + CO, bis px 8,6, auf 50ccem 
aufgefiillt. 

| Ansatz I: 10 ccm dieser Lésung (mit 10,5 mg organisch gebundenem P) 


+ 3cem Nucleotidaselésung (= 18 mg Praparat N,). 
Ansatz II: 10 ccm dieser Lésung (mit 10,5 mg organisch gebundenem P) 
+ 3ccem gekochtes Ferment. 
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Nach 14 Stunden bei 38° gefunden noch organisch gebundener P jy |. 
10,2 mg, in II: 10,4 mg. Anorganischer P: 0,2 mg; Spaltung 2°/,. 


Einwirkung der Nucleotidase auf diphenylpyrophosphorsaures Kaliun, 
Etwa 350 mg Substanz, gewonnen nach Neuberg und Wagner?) (nj 
14,1°/, P), gelést + 1 ccm Ammonsulfat + 50 mg Magnesiumoxyd + CO, pis 
pu 8,6; aufgefiillt auf 50 ccm. : 


Ansatz I: 10ccm dieser Lésung + 3 ccm Nucleotidaselésung = 18 mg Pri. 
parat N,. 
Ansatz II: 10 ccm dieser Lésung + 3 ccm gekochtes Ferment. 


Nach 14 Stunden bei 38° gefunden in I: 9,98 mg, in II: 10,04 mg, 
Anorganischer P: 0,06 mg; Spaltung 0,6°/,. | 


Einwirkung der Nucleotidase auf Monophenylphosphat. ty, 
280 mg Monophenylphosphorsaure in 20 cem H,O, mit Ammoniak neutralisier: 
+ 100 mg Magnesiumoxyd + CO, bis px 8,5 auf 50 ccm aufgefiillt. 


Ansatz I: 10 ccm Substratlésung + 3 ccm Fermentlésung (= 4,5 mg Pri. 
parat N;,). 
Ansatz II: 10 ccm Substratlésung + 3 ccm Fermentlésung gekocht. 


Nach 12 Stunden bei 38° gefunden organisch gebundener P in I: 0,07, 
in II: 9,15; Spaltung 99,2°/,. 
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Uber Oligonucleotide aus Thymo-nucleinsaure 


Nucleinsauren III *) 
Von 
Heinz Lehmann-Echternacht 
(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Wirzburg) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Mai 1941) 


In einer fritheren Arbeit) ist tiber den Abbau der hochmole- 
kularen Thymo-nucleinséure durch Pankreas-Polynucleotidase be- 
richtet worden. Wenn fiir die Oligonucleotide benannten Abbau- 
produkte die Teilchengré8e von Tetranucleotiden angenommen 
wurde, so sprachen dafiir zwei voneinander unabhiangige Fest- 
stellungen: Einmal deuten die Dialysekoeffizienten auf ent- 


_sprechende Molekulargewichte hin; auBerdem kommt die Ferment- 


wirkung zum Stillstand, wenn ein Aquivalent saurer Gruppen 
pro 4 Atome Phosphor freigelegt worden ist. 

AuszuschlieBen blieb aber noch die Méglichkeit eines Gemisches 
von Oligonucleotiden verschiedenen Kondensationsgrades, dessen 
mfillige Zusammensetzung zu den oben erwahnten Resultaten 
hatte fahren k6énnen. 

Es ergab sich somit die Aufgabe, die Abbauprodukte zu iso- 
lieren, sie nach geeigneter Fraktionierung auf ihre Einheitlichkeit 
zu priifen und durch analytische Belege sicherzustellen. 

Als Ausgangsmaterial zur Gewinnung der Oligonucleotide 
iient entweder ein durch schonende Hydrolyse dargestelltes, noch 
stark eiweiBhaltiges Vorprodukt*) oder die Thymo-nucleinsaure 
selbst. Die Ausbeute, bezogen auf den in der Thymusdriise vor- 
handenen Gesamtphosphor, ist, wie unten ausgefiihrt wird, in 
beiden Fallen ungefihr die gleiche. 

Wesentlich ist, daf der Abbau eine starke Polynucleotidase- 
wirkung erfordert, ein Vielfaches jedenfalls von der, welche zu der 
b-Thymo-nucleinsiure fihrt®**), Wéahrend z.B. in dem von 
Feulgen‘) getroffenen Verfahren auf 100g Vorprodukt 25¢ 





*) II. Mitteilung voranstehend S. 169. 
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Pankreatin zur Kinwirkung kommen, wird hier die gleiche Menge 
Ausgangsmaterial durch 17g des um das 20fache wirksamerey 
Pankreastrockenpulvers abgebaut. 


Aus 1 kg Kalbsthymusdriise (mit 6,0 g Gesamtphosphor) werden ¢e. 
wonnen: - 


140 g Vorprodukt oder 41,4 g a-thymo-nucleinsaures Na 
(mit 3,64 g organ. gebundenem P) (mit 2,90 g organ. gebundenem P) 
| durch Polynucleotidase 
y gespalten 
Rohprodukt mit 41,0 g Oligonucleotid (roh) 
3,12 g P = 86°/, Ausbeute mit 2,6 g organ. gebundenem P 
| 
Y 
gereinigt 
Y 


35,2 g Oligonucleotid 
mit 2,5 g organ. gebundenem P 
(81°/, Ausbeute) 


Die durch das Enzympraiparat — Ausziige aus Trocken- 
pankreas — in die Ansatze gebrachten EiweiBmengen betragen nur 
1/.—1/,, der schon im Vorprodukt vorhandenen. Nach Beendigung 
der fermentativen Spaltung, welche sich durch Léoslichkeit der 
Nucleinsaéure in iiberschiissiger Salzsiure zu erkennen gibt, wird 
durch Aufkochen ein Teil des gelésten Proteins geflockt, zusammen 
mit ungelést Gebliebenem abgetrennt, und weiteres EiweiB dureli 
Fallen mit Eisenhydroxyd-Sol niedergeschlagen; nach Umfallen mit 
Athanol in alkalischer Lésung*) und Entfernung anorganischen 
Phosphats werden die Oligonucleotide als Magnesiumsalze durch 
Fallen mit Methanol isoliert. 

Exsiceatortrocken enthalten solche Praparate, schneeweibe 
stéubende Pulver, 7,1—7,3°/, Phosphor, nach Trocknen im Hoch: 
vakuum bei 56° 8,83—8,5°/,. Zur weiteren Befreiung von Eiweil 
haben sich Adsorptionsmittel — insbesonders ,,Floridin XS‘ — be- 
wihrt. Kin so gereinigtes Praiparat gibt nur noch schwache Biuret- 
reaktion und weist ein P: N-Verhaltnis von 1,80 auf (ber. 1,70). 
Die Bestimmung der Purine, Guanin und Adenin, ergibt Uberein- 
stimmung mit dem von der Theorie geforderten Wert: Bezogen aul 
4 Atome Phosphor werden 0,98 Mol Guanin und 0,97 Mol Adenin 
gefunden. 

Zur Priifung, ob das angenommene Tetranucleotid mit nieder- 


oder héhermolekularen Oligonucleotiden vergesellschaftet ist, wird 


























Lenge 
neren 









die Methode der fraktionierten Dialyse gewahlt, da sich hier gewisse 


: | Voraussagen iiber den Auftrennungsgrad machen lassen. 


Wenn die Lésung zweier Stoffe vom Molekulargewicht M, bzw. 


M, dialysiert wird gegen eine AuSenlésung von so groBem Velamace, 
' da8 die AuBenkonzentrationen vernachlassigt werden kénnen gegen 
| die im Innenraum herrschenden, so ist die hier nach Zeit t geftundene 
] ——*# an ores 1: C,t =C,o-e4°*, bzw. an Sub- 
Pstanz 2: Cot =C,0-e%"*, wenn C,o bzw. C,o0 die Anfangs- 
konzentrationen gewesen sind. M, baw. M,stehen zu A, baw. /,, den 
 Dialysekoeffizienten, bekanntlich in der Beziehung 


Ay" yM, = Ag! YM,'). 


ks ergibt sich daher fiir den Konzentrationsabfall 


My, 


A 
40 _ C, °) Mm, — Cio i, 


' Das Verhaltnis der Dialysekoeffizienten ist also maBgeblich fiir den 

' Trennungsgrad. Dieses Yerhiltnis ist aber nur gleich ee My 1, wenn 
die Membran eine ideale ist, d. h. wenn die dialysierenden 
' Substanzen in ihren Dialysiergeschwindigkeiten nicht verschieden 


stark gehemmt werden. Eine unterschiedliche Behinderung tritt 
' aber ein, wenn die Teilchen Abmessungen annehmen, welche mit 


dem durehschnittlichen Porendurchmesser der Membran vergleich- 
bar sind oder diesen sogar iibertreffen. Dieser .,Sperreffekt‘* wirkt 


' sich dahingehend aus, da das Produkt 1-¥M. , welches ja konstant 
| sein miBte, mit wachsendem Molekulargewicht kleiner wird. Zu 


velch erheblichen Abweichungen vom berechneten Wert des Ex- 


‘ponenten dieses Verhalten an Cellophanmembranen bei Substanzen 
‘vom Molekulargewicht 100—600 fiihren kann, gibt die folgende 


Tab. I wieder, die auf Messungen von Klages) bzw. Spandau 


| wd Gross’) fuBt. Die Verhaltnisse /,/2, smd aus den Angaben 


dieser Autoren graphisch interpoliert. 


Tabelle I 














Berechnet Experimentell gefunden 7 
M,:M, uM. 
allies, = Spandau und Widnes 
Gross") ages’) 
3:4 0,866 ~0,75 ~Q0,78 
2:4 0,707 ~0,56 ~0,57 
1:4 0,500 ~0,31 — 
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Es ist also eine weit bessere Fraktionierung zu erwarten ak 
die theoretisch berechnete. 

Obwohl die fraktionierte Dialyse an dem vermutlichen Tetys. 
nucleotid mit wesentlich héheren Molekulargewicht (M = 1954) 
durchgefiihrt wird, bei dem der ,,Sperreffekt** sich vermutlich noch 
stirker auswirken wird, sollen der folgenden Berechnung (Tab. I) 
die bei Substanzen mit TeilchengréBen von 100—600 beobachtete, 
Verhaltnisse /,//, zugrunde gelegt sein. Betrachtet man z. B. dre 
Gemische von Substanzen, deren Molekulargewichte sich verhalte, 
wie 3:4 bzw. 2: 4 baw. 1:4, entsprechend Gemischen von Tri- und 
Tetra-nucleotiden, Di- u. Tetra-nucleotiden usw., wobei jede der 
Komponenten gewichtsmaSig mit dem gleichen Anteil vertretey 
sein soll. Wie wird dann die Verteilung der jeweiligen Komponenten 
im AufSenwasser sein, erstens, wenn je 10°/, der Substanz mit dem 
niedrigeren Molekulargewicht herausdialysiert ist und zweitens, 
wenn — nachdem 70°/, der Substanz mit dem gréBeren Molekular- 
gewicht schon in vorangehenden Fraktionen abgetrennt worden 
ist — weitere 10°/, dieser Substanz herausdialysieren? In der 
folgenden Tabelle sind diese Fragen beantwortet. 


Tabelle II 








1. Im AuBenwasser 2. Im AuBenwasser 
Teile M, | Teile M, | Teile M, | Teile M, 
3:4 10,0 | 7,6 8,4 10,0 


| 
2:4 . 100 | 55 60 | 10,0 
1:4 10,0 | 3,0 1,4 10,0 




















Wenn sich das Oligonucleotid im oben erwahnten Grad aut: 
trennen JaBt, ist die weitere Frage, ob die Fraktionierung hi- 
reichend ist, um ein eventuell vorliegendes Gemisch erkennen 2 
Jassen, d. h. ob die an den Anfangs- und Endfraktionen gemessene! 
Dialysekoeffizienten geniigend differieren. 

In der folgenden Tab. III ist berechnet das Verhiltnis der 
Dialysekoeffizienten der Anfangs- und Endfraktionen (A, bzw. /, 
za dem (A,) der reinen Substanz mit dem héheren Molekulargewicht. 
und zwar fiir die drei Molekulargewichtsverhaltnisse. Als Verhaltnis 
Cio + Go 
C,t + Ct’ 
genommen, weil in der vorliegenden Arbeit die Dialysekoeffizienten 
tatsichlich bei einem solechen Konzentrationsabfall gemessen 
werden. 


also als Abfall der Gesamtkonzentration, wird 1,5 an- 
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en ak Tabelle III 

Tetra. [J M,:M, bch tists A, dp | 
= 1954) ———EE Ee - 

noch D4 en AY | 
ub. 1) 1:4 1,75 1,11 1,57 
htetey a | 
3. drej Da die Messung des einzelnen Dialysekoeffizienten mit emem 
haltey | Fehler von + 4°/) behaftet ist (vgl. Experimenteller Teil), miissen 
I- und | die im Falle von Mono- und Tetra-nucleotid-, sowie von Di- und : 
e de Jetra-nucleotid-Gemischen erhaltenen Werte far A, u.4,Unterschiede 
treten  aufweisen, welche auBerhalb der Fehlergrenze von Einzelmessungen ) 
enten  liegen, und damit die Gemische als solche erkennen lassen. Ahn- 


t dem & liches gilt fiir ein Gemisch aus allen vier Molekiilarten. Wie sich 
‘itens, J ferner berechnen laBt, werden sich auch Tetra- und Hexanucleotid-, 
kular- F Tetra- und Heptanucleotidgemische usw. als solche manifestieren. 
orden & Lediglich Tri- und Tetra-nucleotid-, Tetra- und Pentanucleotid- 
n der gemische sowie Gemenge aller drei werden nicht zu kenn- 
' zeichnen sein. 

Es ist nicht anzunehmen, daB sich der Dissoziationsgrad, die 
| Hydratation, vielleicht auch Assoziation und andere, die Ge- 
_ schwindigkeit der Diffusion beeinflussenden Faktoren, bei Oligo- 





ies ' nucleotiden ahnlichen Kondensationsgrades sehr unterscheiden 
HM, & werden. 
0 Die Oligonucleotide wurden vor der Fraktionierung abermals, 
; ' um einer volligen Spaltung sicher zu sein, der Emwirkung von 
' Polynucleotidase unterworfen. Nach Abtrennung des gréf8ten Teils 
aut | “es Fermentproteins wird das Produkt durch eine Cellophan- 
hin. @ ™Membran im praparativen MaSstab fraktioniert dialysiert in der 
1m Weise, daB 7 Fraktionen je 9—17°/, des organisch gebundenen 
anon | Lhosphors enthalten, wahrend die letzten 11°/) zusammen mit 
' Eiwei8 in der Innenlésung verbleiben. 
der Die quantitative Messung der Teilchengr6Be nach der Dialysen- 
et methode erfolgt an der zweiten Fraktion (von 9—26°/, P) und der 


Thy | vorletzten (von 66—77°/, P). 
: Als Dialysekoeffizienten werden gefunden fiir Fraktion I: 


tnis 

i =1,57-10-3, fir Fraktion VI: 4 =1,55-10-3. Die gute Uberein- 
a &  stimmung howeist, daB das vorliegende Oligonucleotid — wenn 
ite F uberhaupt — sicherlich nur in den engen oben diskutierten Grenzen 
sel uneinheitlich ist. Strittig kénnte nach dem vorher Gesagten nur 


noch sein, ob es sich um ein Tetranucleotid allein oder um Tri- und 


13* 
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Tetra-nucleotid-, Tetra- und Penta-nucleotid-Gemische bzw. Gemeng: 
aller drei handelt. . 
Das Molekulargewicht eines Desribo-tetra-nucleotids betragt 1243 
unter der Annahme volliger Dissoziation. Als Mittelwert berechno; 
sich aus den oben gefundenen Werten fiir das hier vorliegend 
Oligonucleotid eime TeilchengréBe von 1140, was mit — 8,5°/, Ab. 
weichung noch innerhalb der Fehlergrenze (von + 16°/,) liegt. 

Hine an Fraktion VI vorgenommene Analyse gibt die fiir ejy 
Desribo-tetra-nucleotid geforderten Werte. Es berechnen sich nach 
CagH4-0.5;N,;P,Mg. in Prozenten: 

C 35,97 H 3,65 N 16,15 P 9,54 Mg 3,74 
Gefunden werden: 
C 35,39 H 4,07 N_ 15,67 P 9,34 Mg 3,85 

Das charakteristische C : N : P-Verhaltnis steht mit 39,1 :14,9:49 
in guter Ubereinstimmung mit dem von der Theorie geforderter 
(39:15: 4). 

Kine direkte Bestimmung der sauren Gruppen ist zwar bisher 
noch nicht erfolgt, aber es kann nicht daran gezweifelt werden, das 
die Substanz 5 basisch ist, verlauft doch der Abbau der 4basischen 
Thymo-nucleinséiure unter Freilegung von einer sauren Gruppe aut 
4 Atome Phosphor. Es ist wahrscheinlich, daB auch die fiinfte 
Aciditiit (bei einem px der waBrigen Lésung von 7,26) zu einem 
geringen Teil durch Magnesium abgesittigt ist, was den etwas zu 
hohen Magnesiumwert (2,10 statt 2,00 auf 4 P) bedingt. 

Die Drehung der Lésung des Magnesiumsalzes des Tetranucleo- 
tids betrigt [«]?°* = + 29,9°. 

Zusammentassend lat sich sagen: Alle Beobachtungen spreche 
dafiir und kein Befund gestattet bisher Zweifel daran, da8B wir es 
mit einem einheitlichen Tetranucleotid zu tun haben; als solches 
soll es daher vorerst — mit BewuBtsein der letzten oben erwahnten 
Unsicherheit — angesehen werden. 

Es sei hier vorweggenommen, daB in der folgenden Arbeit’) 
ein weiterer Hinweis auf die EKinheitlichkeit gefunden wird: Die an 
den Anfangs- und Endfraktionen beobachtete Dephosphorylierung 
durch Fermente aus Darmschleimhaut erweist sich im ganzen Ver- 
lauf als vollig gleich. 


_ Zusammenfassung 
1. Es wird die praparative Darstellung von Oligo-(Tetra-)- 
nucleotiden durch fermentativen Abbau von Thymo-nucleinsaure 
beschrieben. 
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9. Zum Nachweis der Einheitlichkeit wird das Oligo-nucleotid- 


'Priparat emer fraktionierten Dialyse unterzogen und eine Messung 


‘der Dialysekoeffizienten an den dabei erhaltenen Anfangs- und 
‘Endfraktionen durchgefuhrt. 


3. Die Ubereinstimmung der Dialysekoeffizienten, die sich 


‘daraus berechnende Teilchengré8e und die analytische Zusammen- 
‘setzang machen es héchstwahrscheinlich, daB der fermentative 


Bea 


-Abbau durch Polynucleotidase ausschlieBlich zu Desribo-tetra-nucleo- 
F tiden fiihrt. 


Experimenteller Teil 


Die Phosphorsaure-Bestimmung erfolgt colorimetrisch nach E. Tschopp 


' und E. Tschopp’). Was die Veraschung, Bestimmung des organisch gebun- 
' denen Phosphors usw. angeht, so wird auf die Angaben der vorangehenden 
| Arbeit?°), S. 178, verwiesen. 


Darstellung der Desribo-oligonucleotide. — a) Herstellung des Vor- 


| produktes. Thymusdriisen (vom Kalb), welche kurz nach der Schlachtung 
-entnommen, durch 5minitiges Kochen in 0,5°/jiger Essigsiure fixiert und 
' unter Toluol im Eisschrank aufbewahrt worden waren (5—14 Tage), werden 
| sauber prapariert, d.h. von Fett- und Fleischresten, Hauten usw. befreit. 
AnschlieBend werden die Driisen in einer Condux-Laboratoriumsmiible (Her- 
| steller: Karl Behnsen & Co., GroBauheim) bei feinster Einstellung vermahlen. 
' Der Grad der Zerkleinerung ist fiir die glatte Durchfihrbarkeit des folgenden 
' Aufschlusses wesentlich. 


Aus 10,0 kg dieses Driisenbreies werden nach Feulgen‘*) 1400 g Vor- 


| produkt mit 2,99°/, Gesamtphosphor gewonnen. Ein geringer Teil des Phos- 
_ phors (10—14°/,) liegt anorganisch vor. Die bei der Fallung erhaltene Rest- 
_ lisung betragt 44,5 Liter und enthalt 10,7 g Gesamtphosphor. Von den 


in 10,0kg Ausgangsmaterial enthaltenen 60,0 g Gesamtphosphor sind demnach 
17,8°/, in der Restlésung verblieben. 
Zum Vergleich die Ausbeute an a-thymo-nucleinsaurem Natrium*) bei 


_ der Darstellung nach Levene!'): In fiinf verschiedenen Ansatzen werden aus 


insgesamt 16,1 kg Thymusdriise zusammen 655 g Natriumsalz mit 46,3 g Phos- 
phor erhalten. 


b) Fermentative Spaltung des Vorproduktes zu Oligonucleo- 
tiden. 300 g des Vorproduktes (mit 7,80 g organisch gebundenem P) werden 
mit 600 cem kochendem Wasser angeriihrt; wenn die gequollene Masse auf 
37° abgekiihlt ist, wird ein Extrakt aus Schweinepankreas-Trockenpulver**), 
bereitet durch Ausziehen von 25 g Trockenpulver mit 250 ccm Wasser, zu- 
gegeben. Zur Vermeidung von sonst sehr leicht erfolgenden Infektionen wird 
mit Toluol versetzt. Nach 7stiindigem Bebriiten bei 38° wird aufgekocht. 

*) Fur die Darstellung einer gréBeren Menge Thymonucleinsdure bin 
ich der Firma C.H. Boehringer Sohn, Ingelheim a. Rh., zu grofBem 
Dank verpflichtet. 

**) Fir die Uberlassung einer groBen Menge Pankreastrockenpulver danke 
ich der Firma Friedr. Witte, Rostock. 
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Nach Abkihlen wird der nun diinnfliissige Ansatz fiir weitere 8 Stunden do, 
Polynucleotidase-Einwirkung (Extrakt aus 25 g Pankreas-Trockenpulver) jibe. 
lassen. Es wird aufgekocht, abzentrifugiert, der Niederschlag 2mal nit 
je 230 com Wasser gewaschen. Die so gewonnenen 1710 com Lésungen ent. 
halten neben anorganischem Phosphat 6,68 g organisch gebundenen Phosphor. 
Ausbeute an organisch gebundenem P: 86°/,. 


c) Isolierung der Oligonucleotide. Die Oligonucleotid-Lésung wir 
unter Riihrung mit 180 ccm Eisenhydroxyd-Sol (10°/, Merck) versetzt, und 
nach Abzentrifugieren des entstandenen Niederschlages im Vakuum-Umlaut. 
Verdampfer (Schott & Gen., Jena) auf etwa 220ccm eingeengt. Unter 
Kiihlung werden zum Konzentrat 20 g Natriumhydroxyd in 20 com Wasser 
gegeben. Auf Zugabe von 650 cem Athanol (98°/,) fallen die Natriumsalze de: 
Oligonucleotide als zihe, fadenziehende Masse aus. Die Lésung wird abdekap. 
tiert, der Rest zentrifugiert, und nach Lésung des Niederschlages mit Wasser 
auf das urspriingliche Volumen die Fallung wiederholt. Die nun flockige 
Fallung wird in etwa 200 ccm Wasser gelést, schwach essigsauer gemacht, 
mit 20 g Ammonacetat und 35 g Magnesiumacetat versetzt und mit konzen. 
triertem Ammoniak auf py 10,0 eingestellt. Das nach 2 Stunden ausgeschiedene 
Magnesiumammoniumphosphat wird abzentrifugiert. Die klare, fast farblose 
Lésung der Oligonucleotide wird mit weiteren 25 g Magnesiumacetat versetzt, 
mit Essigsiure neutralisiert und im Vakuum auf 250 ccm eingeengt. Bein 
EingieBen dieser Losung in 1200 com Methanol fallt das schneeweiBe Mg-Salz 
des Oligonucleotids aus. Es wird 3mal mit je 100 ccm Methanol, je einmal 
mit dem gleichen Volumen Methanol—Ather (1:1) und Ather gewaschen. 
Nach Trocknen im Vakuumexsiccator bei Raumtemperatur iiber H,SO, erhilt 
man 75,5 g mit 7,24°/) P (dies sind 81°/, des nach dem fermentativen Abbau 
noch vorhanden gewesenen organisch gebundenem P). Nach Trocknen in der 
Trockenpistole (4 Stunden, 1 mm Hg, 56°): 8,36°/, P. 

Biuretreaktion von 50 mg in 1 ccm Wasser ergibt eine deutliche rot- 
violette Farbung. 

Weitere Behandlung mit Eisenhydroxyd-Sol hat keine Verminderung der 
Biuretreaktion zur Folge. Erfolgreicher ist die Anwendung von Adsorptions- 
mitteln. Am wirksamsten wird befunden Floridin XS (Firma Bensmann, 
Bremen). 

3 g Mg-Salz in 30 com Wasser und 2 ccm 2 n-Essigsaure gelést ; 5 Minuten 
geschittelt mit 3g Floridin XS (vorher mit 0,2 n-Essigsiure gewaschen), 
Floridin abzentrifugiert, Lésung im Vakuum auf 4 ccm eingeengt, mit 20 ccm 
Methanol! gefallt, und bei 2mm Hg im Exsiccator getrocknet. 

Gef.: 8,12°/, P; N-Bestimmung: 37,85 mg verascht (Kjeldahl). 

Gef.: 5,56 mg N, 14,68°/, N. Gef.: N/P = 1,80. Ber. 1,70. 

Dieses Praparat gibt nur noch sehr schwache Biuretreaktion. 

Bestimmung der Purinbasen: 7,7531 g eines Mg—Oligonucleotid-Prapa- 
rates (mit 7,22°/, P, entsprechend 560 mg = 18,04 Millimol P) werden in 
78 ccm 95°/jigem Methanol aufgeschlimmt. In die Suspension wird trockenes 
HCl-Gas eingeleitet. Unter Erwarmung bis zum Sieden des Methanols lést sich 
das Salz in kurzer Zeit auf. Die Farbe der Lésung geht dabei von hellgelb in 
ein schmutziges Griin-braun tiber. Nach 2stiindigem Durchleiten wird ab- 
gebrochen und iiber Nacht bei + 5° stehen gelassen. Die ausgeschiedenen 
Hydrochloride der Purinbasen (verunreinigt durch anorganische Chloride) 
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yerden abzentrifugiert*) und mit 20 ccm kaltem, HCl-gesaittigtem Methanol 
vewaschen. Nach Trocknen im Exsiccator: 2,38 g. 
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2,00 g des Hydrochlorid-Gemisches werden nach Levene?) in Guanin 


lund Adenin, bzw. sein Pikrat, getrennt, und deren Gewichte bestimmt. Gef.: 
1558.4 mg Guanin; 1344,0 mg Adeninpikrat (1 mal umkrystallisiert; Schmelz- 
t punkt 270—278°): entsprechend 0,98 Millimol Guanin und 0,97 Millimol 
‘Adenin auf 4 Atome P bezogen. 


Weitere Einwirkung von Pankreaspolynucleotidase auf das Oligo- 


‘nucleotid. Die verwendete Polynucleotidase wird nach einer an anderer Stelle 
‘yu schildernden!*?) Methode dargestellt. Aus 25g Pankreastrockenpulver 


werden 166 com Lésung des gereinigten Ferments gewonnen. 
20 g Mg—Oligonucleotid (7,22°/, P, also 1440 mg P) werden in 50 ccm 


Wasser gelést, mit 130 ccm obiger Polynucleotidase versetzt, und 17 Stunden 
bei 38° bebriitet. Eine geringe Ausscheidung von Magnesiumammoniumphosphat 
'(150 mg) wird abzentrifugiert; dann wird aufgekocht und geflocktes EiweiB 
‘abfiltriert. Die klare Lésung wird mit etwa 20 ccm 2 n-Essigséure angesduert, 
Fund auf einer Nutsche (9 cm Durchmesser) durch eine 2,5 cm hohe Schicht 
‘yon Floridin XS filtriert. Das Adsorbens ist vorher mit 0,1] n-Essigsiure 
‘geschlimmt worden. Es wird mit 15 ccm 0,1 n-Essigsiure nachgewaschen. 
' Das mit Natronlauge neutralisierte Filtrat wird dann im Vakuum auf 50 ccm 
eingeengt. Unter Kihlung werden 5g Natriumhydroxyd in 5 ccm Wasser 
F zugegeben und mit 300ccm Alkohol (98°/,) gefallt. Der abzentrifugierte 
' Niederschlag wird auf das urspriingliche Volumen gelést und die Fallung unter 
| Zusatz von Natriumhydroxyd wiederholt. Nach Lésen auf das alte Volumen 
'wird mit Essigsiure neutralisiert, 1 g Magnesiumoxyd zugegeben und noch 
' vorhandenes Ammoniak im Vakuum vertrieben. Nach Abzentrifugieren des 
' Magnesiumoxyds wird im Vakuum auf 40 ccm eingeengt, essigsauer gemacht 
und in 300 ccm Methanol, welches 6 g Magnesiumacetat enthalt, eingegossen. 
| Die weiBe Fallung wird abgetrennt, Imal mit 150 ccm warmem Methanol 
f gewaschen und im Exsiccator iiber H,SO, getrocknet. Erhalten 31g mit 
| 3,89°9/, P (= 1220 mg). Ausbeute auf P bezogen: 84°/). Die Hauptver- 


unreinigung des Praparates ist Magnesiumsulfat (etwa 13g) bedingt durch 


den Ammonsulfatgehalt des verwandten Enzympraparates. 


Fraktionierte Dialyse der Oligonucleotide. 30 g des oben dargestellten 
Magnesiumsalzes der Oligonucleotide (mit 1167 mg P), gelést in 90 ccm Wasser 
werden in einem rotierenden Glaskifig (Durchmesser 70 mm), welcher mit 
,Cellophan 300% bespannt ist, fraktioniert dialysiert. AuBen- und Innen- 
lisung werden zur Vermeidung von Infektionen jeweils mit einem Kérnchen 
,,Raschit‘S versehen. Die Innenlésung wird eingeengt, wenn ihr Volumen 
durch Osmose iiber 150 com gewachsen ist. Zu Beginn wird verhaltnismaBig 
kurze Zeit (51/, Stunden) gegen eine groBe Menge AuBenlésung (2300 ccm) 
dialysiert, um bei geringem Verlust an phosphorhaltiger Substanz die Haupt- 

*) Zur sauberen quantitativen Isolierung kleinerer Substanzmengen 
leisten von der Fa. Schott & Gen., Jena, nach Angabe hergestellte Zentri- 
fugenfilter gute Dienste. Die Filter — von zylindrischer Form und mit Glas- 
fritten G,—G, versehen — werden an einem aufgebérdeltem Rand in die 
Zentrifugenglaser eingehingt. Sie vertragen bei einem Zentrifugenradius von 
9cem Umdrehungszahlen bis 1500 pro Minute. 
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menge des Magnesiumsulfats zu entfernen. Die Zeiten werden so gewah} 

daB ungefaihr gleiche Mengen an organisch gebundenem Phosphor in in B be 
jeweiligen Fraktionen zu erwarten sind. Der Fortgang der Dialyse wird durch 
Phosphorbestimmung in kleinen Proben des AuBenwassers kontrolliert. \i 
fallender Konzentration der Oligonucleotide in der Innenlésung sind yey. & 
standlicherweise gréBere Zeiten zur Abtrennung jeweils gleicher Mengen 7 \ 
Phosphor erforderlich. Wenn die leichtdialysablen niedermolekularen Ione, y 
des Magnesiumsulfats praktisch véllig herausdialysiert sind — nach Fraktiony; — 
der fraktionierten Dialyse — kommt die Dialyse fast zum Stillstand. Nach 
Zusatz von Magnesiumacetat zur Innenlésung wandert aber weiterhin phosphor. 3 d 
haltige Substanz in die AuBenlésung, und zwar in einem Zeitraum, der denen é 
fiir die ersten Fraktionen bendtigten vergleichbar ist. Es ist denkbar, daB dic r 


Oligonucleotide im Verlauf der Dialyse ihr leicht dialysables Kation gegen 
basische EiweiBstoffe, welche ihnen noch von der Darstellung her beigemengt 
sind, ausgetauscht haben, und die dadurch erfolgte Hemmung der Dialysicr. 
fahigkeit durch den Salzzusatz aufgehoben wird. 

Beim jeweiligen Wechseln des AuBenwassers wird durch Bestimmuny —& 
in einer kleinen Probe der Phosphorgehalt der Gesamtfraktion ermittelt, — 
Ferner wird durch Auswagen einer anderen Probe ihr Trockengewicht bestimmt 
(Trockenschrank 140°). 























°/, der einge- : EB 
Fraktion | g Substanz Pac Sub mg P “lo P des —— 
stanz (30 ¢) gesetzten I 
I | 12,80 42,8 108 9,3 | 
II 5,95 19,9 196 16,8 | 
Ill 2,56 8,4 159 13,6 
IV 1,40 4,7 109 9,4 
V 2,23 7,4 201 17,2 
VI 1,14 3,8 109 9,4 
VII*) von —~ 109 9,4 
Der Riickstand 
d. Innenlésung*) oe ~— 131 11,2 
96,3 


*) Die Trockengewichte werden hier nicht bestimmt, da zu Beginn der 
Dialyse VII der Zusatz von 4 g Magnesiumacetat zur Innenlésung erfolgt ist. 


Die AuBenlésungen I—VI werden im Vakuum eingedampft und _ iiber 
P,O, getrocknet. Fraktion VII und der Riickstand werden nach Einengen 
auf Sirupkonsistenz zur Entfernung des Magnesiumacetats mit Methanol 
gefallt, dann wie oben getrocknet. 

Reinigung der Fraktion II. 2 g dieser Fraktion werden in 10 ccm 
Wasser gelést und nach Zugabe von 0,5 ccm 1 n-Essigsiure solange mit kon- 
zentrierter Bariumacetat-Lésung versetzt, als noch eine Fallung von Bariun- 
sulfat erfolgt. Nach Abzentrifugieren wird die Lésung im Vakuum zum Sirup 
eingeengt und mit Methanol gefallt, dann wie oben getrocknet. 

Priifung der Einheitlichkeit der TeilchengroBe der Nucleotide. Die Be- 
stimmung der TeilchengréBe M, der einzelnen Fraktionen erfolgt durch Ver- 
gleich ihrer nach Brintzinger®) in der Ausfithrung von Jander und Span- 
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F dau), gemessenen Dialysekoeffizienten 4, mit dem (j,) von Substanzen mit 
| bekanntem Molekulargewicht M, und Berechnung nach der Formel 


4 Als Bezugssubstanzen dienen  tertiares riboguanylsaures Natrium und 
» Muskeladenylsiure (Dr. Henning, Berlin-Tempelhof). 


Was die Methodik im Einzelnen sowie die Apparatur angeht, so sei auf 
die friihere Arbeit!) verwiesen und _ hier lediglich Abweichungen davon an- 


F gegeben. 


Die AuBenlésung ist eine 6,00°/,ige Natriumnitratlésung (friiher 5,64°/,). 
AuBerdem werden auf 18 Liter AuBenlésung 7,0 ccm 5°/jiger Lauryl-dimethyl- 


- benzylammonium-bromid-Lésung*) zugesetzt. Auch bei wochenlangem Stehen 


ist dann ein Bildung von Mikroorganismen nie zu beobachten, wie sie vorher, 
besonders wenn sich etwas organische Substanz angesammelt hatte, regelmaBig 
auftrat. Die in die Zelle gegebene Innenlésung ist — neben dem Gehalt an 


' zu messender Substanz — hinsichtlich Natriumnitrat sowie Desinfiziens 


natiirlich gleich konzentriert wie die AuBenlésung. 
Der Fehler der Zeitbestimmung wirkt sich auf die nach der Formel 
— Cy a . y 
1 = ‘log G berechneten Dialysekoeffizienten nur gering aus. Der Fehler 
des emis ist praktisch ausschlieBlich abhangig von der Genauigkeit der 
Konzentrationsbestimmungen und von dem jeweiligen C,/C,-Verhaltnis, wie 
aus der folgenden Aufstellung ersichtlich ist, deren einzelne Zahlen die Ab- 
weichung in Prozenten des héchsten vom niedersten der sich berechnenden 
i-Werte bedeuten. 














C, Fehler von C, und C; je 

Ur 0,1%/o- 0,2°/, 0,69, | 1,0%, 
1,10 va 8 22 | 35 
1,50 0,8 1,8 6 | 10 
2.00 0,5 1,1 3,3 | 5 


Es liegt natiirlich nahe, durch langere Dialysezeiten das Verhaltnis C,/C;, 
und damit die Genauigkeit der Messung zu steigern. Eine untere Grenze ist 
fiir C, aber gegeben durch die Absolutmenge Phosphor, die eben noch bestimmt 
werden kann. Bei entsprechend héheren Konzentrationen Cy anzufangen, 
erscheint andererseits nicht unbedenklich, werden dann doch osmotische 
Effekte starker zur Auswirkung kommen, und das Resultat verfalschen kénnen. 


Da alle unten angefiihrten j-Werte auf doppelt ausgefiihrten Konzen- 
trationsbestimmungen beruhen, welche weniger als 0,6°/), im Durchschnitt 0,2 
bis 0,4°/, voneinander abweichen, und ferner die Konzentrationsverhaltnisse 
(,/C, 1,40 und mehr betragen, ist mit einem maximalen Fehler von + 4°/5 
zu rechnen. 

*) Fiir die Uberlassung dieses Praparates bin ich Herrn Dr. Bielig, 
Heidelberg, zu Dank verpflichtet. 






| 
| 




























198 Heinz Lehmann-Echternacht, 


Die in der letzten Spalte angefiihrten Werte 1,,, sind zum Ve. 
gleichen der an Guanylséure und Muskeladenylsiure gemessenen Werte |; 
Dialysekoeffizienten einer Substanz vom Molekulargewicht M = 100 |. 


rechnet. 
Konzentrationsangaben Cy und C, in mg P pro 50 cem; Zeit ¢ in Minuter, 





reas, 


Y Y as 3 j . 3 
| Cy | C; | t | 4°10 | Aino? 10 








Messung an Guanylsaure 


I a) 4,846 3,619 109 2,69 5,1] 
b) 3,474 2,521 115 2,79 5,30 
II 5,070 2,732 228 2,72 5,16 


Messung an Muskeladenylsaure 

















Ta) 4,230 3,130 109 2,76 5,12 
b) 3,005 2,054 129 2.95 5,47 


Als Mittel ergibt sich Ajo) = 5,26- 10°. 


Ein Gang der 4-Werte bei aufeinanderfolgenden Messungen an den- 
selben Ansatz kann auch hier festgestellt werden. Er liegt allerdings noch 
innerhalb der oben erérterten Fehlergrenzen. Auf die fortschreitende Ver- 
diinnung, wie es friiher') in Erwagung gezogen wurde, ist er nicht zuriick- 
zufiihren. 

Die Zelle hat einen Durchmesser von 52 mm. Bei einer Beschickung 
mit 50 ccm betragt die spezifische Oberflache also 0,424. Auf die spezifische 
Oberflache = 1 bezogen, und die Zeit in Stunden gerechnet, ergibt sich fiir 
Aigo: 9,745. Der Ausdruck h-VM nimmt also hier den Wert 7,45 an. 


Spandau und Gross’) finden fiir die gleiche Membran 2 ‘yu = 6,49 
bzw. 6,25, wobei zu beachten ist, daB diese Autoren ihre Messungen bei einer 
um 9° tieferen Temperatur (18°) und an einer anderen Stoffgattung (Zucker) 
vornehmen. 


Messung an Oligonucleotiden 


























| C, | C, 2-108 
1) Fraktion IT gereinigt 4,738 2,704 330 1,57 
2) Fraktion VI . 3,746 2,596 236 1,55 





Als Teilchengr6Be berechnen sich fiir Fraktion Il: M, = 1120, fir 
Fraktion VI: M, = 1160. Als mittlerer Kondensationsgrad ergibt sich daraus 
3,7, wenn als durchschnittliches Molekulargewicht eines Desribomononucleo- 
tides 327 angenommen wird. 

Analyse der Fraktion VI. 800 mg der Fraktion VI werden in einem 
Zentrifugenglas mit 2,0 cem Wasser gelést. Nach Zugabe von 0,8 ccm Methane! 
kann ein geringer Anteil (etwa 10°/,) zusammen mit Fasern usw. gefallt werden. 
Nach Zentrifugieren ist die Lésung véllig klar. Sie wird vorsichtig abgegossen 
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N: 3,140 mg Subst. (0,402 com N, 24°; 774 mm). 
Gef. N = 14,98%,. 
C und H: 5,082 mg Subst. 6,305 mg CO,, 1,990 mg H,O. 
Gef. C = 33,84°/,. H = 4,38%,. 
P.: in 31,08 mg nach Veraschung colorimetrisch ermittelt: 2,775 mg P. 
Gef. P = §,90%,. 


Der zu hohe Wasserstoffwert ist auf unvollstaéndige Trocknung zuriick- 


; qzuftihren. 


324,66 mg der Analysensubstanz geben in der Trockenpistole (7 Stunden, 


| siedendes Xylol, 2mm Hg, iiber P,O;) 13,89 mg, nach weiteren 12 Stunden 
F noch 0,31 mg Wasser ab. 


50,32 mg werden weitere 12 Stunden bei 184° (siedendes Anilin) ge- 


' trocknet. Gewichtsverlust 1,02 mg. Die Substanz erleidet aber augenscheinlich 
| schon leichte Zersetzung (braunliche Verfarbung). 


Die Bestimmung des Magnesiums erfolgte nach einer Methode, 


' welche — soweit sich tibersehen 1i8t — bisher noch keine Anwendung 
‘gefunden hat. Sie ist ausgezeichnet durch bequeme und schnelle 
' Durchfiihrbarkeit: Aus der Lisung, deren Magnesiumgehalt zu er- 
'mitteln ist, wird Magnesium bei Gegenwart einer tberschiissigen, 
| bekannten Menge Phosphat durch Versetzung mit Ammoniak als 
| Magnesiumammoniumphosphat gefallt. In der abzentrifugierten 
' Lisung wird das noch verbliebene Phosphat colorimetrisch ermittelt. 
| Die Differenz zwischen anfanglichem Phosphorgehalt und nach 
| Fillung gefundenem entspricht der Phosphormenge, welche als 
| Magnestumammoniumphosphat gefallt wird, woraus sich der Wert 
fir Magnesium berechnen [aft. 


Kontrollbestimmung. Eine Standardlésung enthalt in 20ccm 


4,065 mg P und 1,960 mg Mg. Colorimetrisch werden gefunden 4,060 mg P; 
| 20ccem werden mit 2 ccm 17 n-Ammoniak versetzt. Nach 3stiindigem Stehen 
| wird zentrifugiert. In den 22 ccm Restlésung werden gefunden 1,580 mg P. 
| Als Mg NH,PO, gefallt also 2,480 mg P = 0,080 Millomol P, entsprechend 
_ 1,944 mg Magnesium, was in guter Ubereinstimmung mit dem theoretischen 
| Wert (1,960) steht. 


Mg-Bestimmung in der Analysensubstanz. 106,50 mg der wie 
oben angegebenen getrockneten Substanz werden verascht und auf 50 ccm 


aufgefillt. In 50 ccm gef. 9,918 mg P; in 20 ccm nach Ausfallen des Magnesium- 
' ammoniumphosphats gef. a) 1,871, b) 1,863 mg. P (gefallt als Mg NH,PO,) 


in 50 cem = 5,238 mg = 0,169 Millimol P, entsprechend 4,10 mg Mg. Gef. 

P; 9,319/,; Mg: 3,85°/,. _ 
Der hier gefundene P-Wert steht in guter Ubereinstimmung mit dem, 

welcher sich unter Beriicksichtigung des Wassergehaltes der Substanz 


und mit 25 ccm Methanol vdllig gefallt. Die abzentrifugierte Fallung wird 
' nun in der Trockenpistole getrocknet (12 Stunden: 56°; 2 mm Hg; iiber P,O,). 
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(14,20 mg H,O in 324,66 mg) aus den oben angegebenen Analysendaten }p. 
rechnet (P: 9,34°/,). (Endgiiltiges Analysenergebnis im Theoretischen Teil) 

Optische Drehung. 342,32 mg Magnesiumsalz des Tetranucleotig; 
(Fraktion V mit 8°/, P), entsprechend 287,1 mg reinem Salz, werden jy 
MeBkélbchen auf 5 com aufgefilllt (5,74°/)). Durch Zentrifugieren wird yoy 
einer leichten Triibung befreit. 


Gef.: «a = + 1,715; [«]p?” = + 29,99; 


pu dieser Lésung = 7,26 (gemessen mit dem Lautenschlager-Iono. 
meter). 


Verhalten von Salzen. Das in der fritheren Arbeit!) beschriebene 
Verhalten von Salzen des Tetranucleotids laBt sich bestatigen. Die urspriinglic) 
beobachtete Triibung auf Zusatz von Kobalt-(II)- und Mangansalzen kan) 
an der Lésung des reinen Magnesiumsalzes nicht mehr festgestellt werden 
und ist wahrscheinlich auf eine Verunreinigung des damaligen Praparate 
zuriickzufiihren. Als in essigsaurer Lésung schwer léslich erweist sich auBerdem 
noch das Lanthan-(III)-salz. 
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Hochwirksame Nucleotidase-Priparate aus Kalbsdinndarm 
vermégen schonend dargestellte Thymo-nucleinséuren nur sehr 
langsam und in geringem AusmaB zu dephosphorylieren). Ihre 
Darstellung war erfolgt, um ihre Wirkung auf die aus Thymo- 
nucleinsiure durch Einwirkung von Pankreasferment erhaltlichen 
Oligonucleotide, welche mit gré%ter Wahrscheinlichkeit Tetra- 
nucleotide 28) sind, zwecks ihrer Konstitutionsaufklarung zu 
priifen. 

Es ergibt sich zunichst, dab die gereinigten Nucleotidase- 
Priparate Tetranucleotide nur bis etwa zur Halfte dephosphory- 
lieren, selbst wenn die Fermentmengen so bemessen sind, daB Mono- | 
nucleotide in gleichen Zeiten véllig gespalten werden; die weitere | 
Dephosphorylierung erfolgt viel langsamer. 

Mit Nucleotidase-Praparaten minderen Reinigungsgrades, aber 
gleicher Wirksamkeit gegen Mononucleotide, lassen sich tber- 
raschenderweise weit vollstindigere Dephosphorylierungen erzielen. 

Das bei diesen Versuchen verwendete gereinigte Nucleotidase- 
Priparat hat Mononucleotiden gegeniiber eine etwa 20mal gréBere 
Aktivitait als das Rohpriiparat, gewaschenes Darmtrockenpulver. 
Uber den Verlauf der Dephosphorylierung, der bei Einwirkung 
dieser Praéparate auf das Tetranucleotid beobachtet wird, unter- 
richten die folgenden Kurven (Fig. 1). | 

Kurve I zeigt, daB die geringste Menge Nucleotidase (NuK: P | 
= 3,66), welche verwendet wird, hinreichend ist, um ein Mono- 
nucleotid schnell und vollig zu spalten. 
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*) ILL. Mitteilung: Diese Z. 269, 187 (1941). 
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Das hochwirksame Nucleotidase-Priparat (IV, V, VI) ist dey 
ungereinigten Enzympraparat (II und ITI) hinsichtlich seine 
Dephosphorylierungsvermégens erheblich unterlegen, wie aus dey 


Vergleich der Ansatze mit gleicher Wirksamkeit gegen Mono. § j 


nucleotide (II und IV, III und VI) hervorgeht. 
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Fig. 1 
I: Gereinigte Nucleotidase + Riboguanylsdure. 
II und III: Darmtrockenpulver + Tetranucleotid. 
IV, V und VI: Gereinigte Nucleotidase + Tetranucleotid. 


Die Zahlen (z. B. 3,66) geben das Verhaltnis der Nucleotidase-Einheiten 
zur eingesetzten Menge Phosphor (NuE: P) wieder. 


Bei Einwirkung des gereinigten Enzyms ist im Gebiete de 
20—80°/jigen Dephosphorylierung ein starker Abfall der Spaltung:- 
geschwindigkeit zu beobachten. Es folgt daraus, daB eine von den 
vier im Tetranucleotid gebundenen Phosphorsduregruppen_ be- 
sonders schnell abgespalten wird. 

Unsere heutige Vorstellung vom Bau eines Tetranucleotids 
laBt sich schematisch durch folgendes Bild (I) wiedergeben: 

(B,—A—P < 

B,—2—P— 

(B,—Z)—P— 

(B,—Z)—P— 
Mit B,—B, sind die einzelnen Basen, mit Z der Desribitylrest, mit 
P die Phosphorsaéuregruppe bezeichnet. Es sei daran erinnert, dai 
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haben, bei der fermentativen Hydrolyse zu Tetranucleotid auf 
'4P eine neue Sauregruppe frei wird, muB das Tetranucleotid 
| 5basisch sein’). Nach dem obenstehenden Formelbild ist eine der 
| endstindigen Phosphorsiiuregruppen 2 basisch. 
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die Stellung der Phosphorséuregruppe im einzelnen Mononucleotid, 
» wie die Art und Stelle der Verkniipfung der Mononucleotide unter- 
' jnander bisher nicht ermittelt ist. 


Da Nucleinséuren pro Phosphorsaéuregruppe eine Aciditat 


Es liegt nahe, anzunehmen, da es gerade diese ist, welche so 


schnell abgespalten wird. Gereinigte Nucleotidasepraparate wiirden 
' also am schnellsten primar gebundene Phosphorséure abspalten. 


Das hauptsachlich darin enthaltene Ferment ware demnach als 
Mononucleotidase zu bezeichnen. In der Darmschleimhaut mu8B 


- auBerdem ein zweites Ferment vorhanden sein, welches das Tetra- 
| nucleotid zu Mononucleotiden aufspaltet, wie sich aus den Ver- 
' suchen mit Darmtrockenpulver ergibt. Dieses zweite Ferment, 


fiir welches die Bezeichnung Desribooligonucleotidase vorgeschlagen 
sel, wird im Laufe der Gewinnung der Mononucleotidase offenbar 
weitgehend abgetrennt. Daf die gereinigte Mononucleotidase nach 
Abspaltung der einen Phosphorséuregruppe langsam weiterwirkt, 
ist wohl auf eine unvollstindige Abtrennung der Oligonucleotidase 
zurickzufiihren. Es wire aber auch denkbar, daB Mono- und 
Oligonucleotidase die wechselseitigen Substrate, wenn auch mit 
viel geringerer Geschwindigkeit, zu spalten vermédgen. Analoge 
Verhaltnisse sind bekanntlich bei bestimmten Phosphomono- 
esterasen bzw. Phosphodiesterasen diskutiert worden‘). 


Nach Abspaltung der einen, der Mononucleotidase zuging- 
lichen Phosphorséuregruppe ist in gereinigten Mononucleotidase- 
Priparaten jedenfalls die Oligonucleotidase-Wirkung limitierend fir 
die Geschwindigkeit des weiteren Dephosphorylierungsverlaufes. 
Sogar bei den Dephosphorylierungen durch Darmtrockenpulver ist 
die Oligonucleotidase geschwindigkeitsbestimmend: Die Phosphat- 
freilegung durch ein Gemisch von Darmtrockenpulver und ge- 
reinigter Mononucleotidase verlauft nur wenig schneller als durch 
das erste Praparat allein — in gleichen Zeiten 71°/, bzw. 61°/, 
Spaltung —, selbst wenn die zugefiigte Mononucleotidase gegen 
Mononucleotide mehr als 8mal wirksamer ist als Darmtrocken- 
pulver selbst. Die oben angedeutete Méglichkeit der Uberschneidung 
der Spezifititen erscheint angesichts eines solechen Verhaltens sehr 
unwahrscheinlich. 
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Klein) hat gezeigt, daB durch Einwirkung von Ferment. 
priparaten aus Darm auf b-Nucleinséuren sich Mononucleotid. 
gewinnen lassen, sofern man die Wirkung des Phosphorsiiure. 
abspaltenden Enzyms durch Arsenat hemmt. Daraus lieB sich ay; 
das Vorhandensein einer von ihm ,,Thymonucleinase* benanntey 
Komponente des Nucleasesystems schlieBen, welche die zwischey 
den Mononucleotiden vorhandenen Bindungen lést. Diese Thymo. 
nucleinase ist vielleicht in der Wirkung der Oligonucleotidas: 
cleich zu setzen. 

Beziiglich des Verhaltens der Oligonucleotidase liegen bisher 
nur andeutende Versuche vor: Aus Darmtrockenpulver wird sie 
mit Wasser fast gar nicht herausgelést. Die dephosphorylierende 
Wirkung des Riickstandes auf Tetranucleotid ist jedenfalls gegen. 
iiber dem Ausgangsmaterial kaum gemindert (54°/jige baw. 58°/, ive 
Spaltung in gleichen Zeiten), obwohl betriachtliche Mengen Mono- 
nucleotidase in Lésung gegangen sind. Die Erkennung der Oligo- 
nucleotidase- Wirkung neben der der Mononucleotidase hat sich durch 
diese Eigenschaft leichter gestaltet. Wertvoll wird der Versuch sein, 


eine von mononucleotidatischer Wirkung freie Oligonucleotidase § 


herzustellen. 

Die Oligonucleotidase ist sicher nicht identisch mit der in einer 
friiheren Arbeit®) beschriebenen Polynucleotidase aus Pankreas. 
Darmtrockenpulver, welches die bisher beste Oligonucleotidase- 
quelle darstellt, ist praktisch unwirksam als Polynucleotidase: 
Seine verfliissigende Wirkung an Gallerten von a-Thymo-nuclein- 
saurem Salz ist duBerst gering. Umgekehrt laBt sich zeigen, dab 
bei der Einwirkung der Polynucleotidase auf Tetranucleotid keine 
Mononucleotide auftreten’). Auch bei der Dephosphorylierung 
kann die Oligonucleotidase nicht durch Polynucleotidase ersetzt 
werden: Es gelingt nicht durch Einschaltung einer Polynucleotidase- 
Einwirkung auf teilweise dephosphoryliertes Tetranucleotid dic 
Spaltung schneller weiter zu treiben, als sie ohnehin durch das 
Mononucleotidase-Praparat allein zustande kommt (vgl. Experimen- 
teller Teil). 

Es sind also beim Abbau der a-Thymo-nucleinséure zu Nucleo- 
siden mindestens drei Enzyme beteiligt: Eine Poly-nucleotidase, 
welche die Saure zu Oligo(Tetra-)-nucleotiden spaltet, eine Oligo- 
nucleotidase, welche daraus Mononucleotide freilegt und eine Mono- 
nucleotidase, welche die Nucleotide dephosphorylert. 

Zur Erérterung der Frage, welche Bindungen durch die Oligo- 
nucleotidase gelést werden, greifen wir auf das oben genannte 
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Schema (I) zuriick. Die Verkniipfung der Nucleotide erfolgt wie 
erwahnt titber Phosphorsiuregruppen, hat doch schon Klein®) fest- 
gestellt, daB bei der Spaltung zu Mononucleotiden saure Gruppen 
frei werden. Ob Zuckerhydroxyl oder OH-Gruppen der Basen an 
der Bindung beteiligt sind, liBt sich vorerst nicht sagen. Leicht 


verstindlich wire eine P—O-Bindung jedenfalls nicht. Diese Art 


der Verkniipfung ist fiir die Ribonucleinséure sehr wahrscheinlich 
gemacht worden, welche durch Alkali schon bei Zimmertemperatur 
zu Nucleotiden hydrolysiert werden kann. Die Thymo-nucleinséure 
dagegen zeichnet sich bekanntlich gerade durch ihre relativ sehr 
croBe Alkalistabilitaéit aus, einer Higenschaft, welche das hier ver- 
wendete Desribo-tetranucleotid mit ihr teilt: Nach 6stiindigem Er- 
hitzen bei 90° in atzalkalischer Lésung (px > 13) kann eine Zu- 
nahme von nur 0,16 sauren Aquivalenten auf 4 Atome Phosphor 
festgestellt werden, wahrend bei volliger Hydrolyse zu Nucleotiden 
3 Aquivalente saurer Gruppen auftreten miBten. 

AuBer solehen Phosphorsiure-esterbindungen kénnten auch 
Phosphorséiure-amidbindungen (mit den Aminogruppen der 
Basen) vorhanden sein. Bredereck und Mitarbeiter®”) glauben 
N—P-Bindungen ausschlieBen zu kénnen. 

Es ist bisher noch nicht gelungen, eine Modellsubstanz zu 
finden, der gegeniiber sich gereinigte Mononucleotidase und oligo- 
nucleotidasereiches Darmtrockenpulver iahnlich benehmen wie 
gegeniiber dem Tetranucleotid, d.h. an der sich verschiedene 
Spaltungsgeschwindigkeiten aufzeigen lassen, wenn _hinsichtlich 
der mononucleotidatischen Aktivitét aquivalente Ferment- 
mengen zum Hinsatz kommen. Diphenylphosphat als Diester 
(O—P—O-Bindung), Diphenylpyrophosphat als Pyrophosphat- 
diester (O—P—O—P—O-Bindung) und _ p-Chloranilin-phosphor- 
siure als Phosphoamid (N—P-Bindung) werden durch die beiden 
Enzympriaparate praktisch iiberhaupt nicht gespalten. Kreatinphos- 
phorsiure wird von beiden mit gleicher Geschwindigkeit ~dephos- 
phoryliert. Es wird nétig sein, noch weitere Phosphorsdureverbin- 
dungen zu priifen, da jeder Hinweis auf die Spezifitat der Oligonucleo- 
tidase fiir die Erkenntnis der Tetranucleotid-Struktur wertvoll ist. 

Wenn auch die Art der Verkniipfung der Mononucleotide im 
Tetranucleotid noch ungeklirt geblieben ist, so hat sich ein Hin- 
blick in ihre Anordnung gewinnen lassen. 

Die Substanz, welche bei 25°/,iger Dephosphorylierung des 
Tetranucleotids durch Mononucleotidase verbleibt, miBte aus den 
geschilderten Erwiagungen ein Trinucleotid-nucleosid darstellen 
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(vgl. Formelbild 8. 202). Wird eine zweite Phosphorsiéuregrupp: 
abgespalten und dabei Nucleosid freigelegt, so ist daneben ej 
Dinucleotid-nucleosid zu erwarten. Erfolgt die Dephosphorylierung 
mit gleicher Geschwindigkeit von beiden Seiten des Trinucleotid. 
nucleosids, dann ist mit dem Auftreten zweier verschiedener, und 
zwar der auSenstandigen Nucleoside in gleicher Menge zu rechnen, 
Nach halftiger Dephosphorylierung von 1 Mol Tetranucleotij 
miuBte demnach freiwerden: Je 0,5 Mol Nucleosid mit den Basey 
B, bzw. B,, sowie ein Gemisch aus je 0,5 Mol von zwei Dinucleotid. 
nucleosiden mit den Basen B,+ B,+ Bz zw. B,+ B;-+ B,. 
Damit sind allerdings die Verhaltnisse der Spaltung vereinfacht 
betrachtet, da in Wirklichkeit mit dem Auftreten des Dinucleotid. 
nucleosids auch dieses in den Abbau einbezogen wird. 

Nach Einwirkung von gereinigter hochwirksamer Nucleotidase 
auf das Magnesiumsalz des Tetranucleotids bis zur halftigen 
Dephosphorylierung ]é8t sich eine Nucleosidfraktion in einer Menge 
isolieren, welche zu erkennen gibt, da8 maximal ein Mol Nucleosid 
pro Mol Tetranucleotid freigelegt worden ist. Die Bedingungen 
des Ansatzes und der Aufarbeitung schlieBen Verluste aus: Nach 
Abtrennung des ausgeschiedenen Magnesiumammoniumphosphats 
und geflockten Fermentproteins fallt beim Eimengen der Lésung 
zunachst auf, daB Guanindesoxyribosid, welches sich schon in 
kleinen Mengen durch die Fahigkeit zur Gallertbildung verrat, nicht 
zugegen ist. Die noch phosphorhaltigen Reaktionsprodukte werden 
durch Fallen des Bariumsalzes mit Methanol abgetrennt, wobei die 
Nucleoside (0,85 Mol) in Lésung bleiben. Aus dieser la8t sich als 
propanollésliche Fraktion krystallisiertes Thymosin (0,43 Mol) 
isolieren. In der Mutterlauge des Thymosins kann kein Cytosin- 
desoxyribosid nachgewiesen werden. Die propanolschwerlésliche 
Fraktion ist auch nach einigen nicht verlustlosen Versuchen nicht 
zur Krystallisation zu bringen. Zur Identifikation wird sie daher 
mit methanolischer Salzsiure hydrolysiert. Als einzige Base wird 
Hypoxanthin isoliert (0,29 Mol), welches nur durch fermentative 
Desaminierung aus Adenin-desoxyribosid entstanden sein kann. 

Der Versuch soll mit gréBeren Substanzmengen wiederholt 
werden. Es laB8t sich aber schon jetzt mit gré8ter Wahrscheinlich- 
keit folgern: Der Abbau des Tetranucleotids vollzieht sich tatsach- 
lich im oben erérterten Sinne unter bevorzugter Abspaltung von 
zwei bestimmten Nucleosiden. Es ist anzunehmen, da die diesen 
Nucleosiden zugrunde liegende Adenosin- und Thymosin-phosphor- 
siure die auBenstindigen Nucleotide im Tetranucleotid sind (II). 
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In welchem von den beiden die primar gebundene, am schnellsten 


abspaltbare Phosphorsauregruppe sich befindet, ist unentschieden, 


Febenso die Reihenfolge der beiden wbrigen, innenstandigen 
Nucleotide. 


(Adenin—Z)— P< 
a 


Guanin—Z 


II 





L a 
(Thymin—Z)—P— 


Die Abspaltung von nur zwei bestimmten Nucleosiden deutet 


‘aber darauf hin, daB im Tetranucleotidgefiige eine ganz bestimmte 
| Anordnung der Basen herrscht, wenigstens was die beiden auBen- 
'stindigen anbelangt. Eine periodische Anordnung der vier Basen 
‘jn den Nucleinséiuren ist zwar in Analogie zu anderen hoher- 
'molekularen Naturstoffen angenommen und auch in den voraus- 
-gegangenen Uberlegungen stillschweigend vorausgesetzt worden, 
experimentelle Hinweise dafiir lagen aber bisher noch nicht vor. 
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Fig. 2 
I: Darmtrockenpulver. II: Gereinigte Nucleotidase 


An der phosphorhaltigen ,,mononucleotidaseresistenten‘ Frak- 
tion, welche ein Dinucleotid-nucleosidgemisch sein miBte, kann er- 
wartungsgemaéB das unterschiedliche Dephosphorylierungsvermégen 
von oligonucleotidase-reichem Darmtrockenpulver und von hoch- 
wirksamen, an diesem Enzym verarmten, Nucleotidase-Praparaten 
besonders gut nachgewiesen werden (Fig. 2). 
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Bemerkenswert ist hier, daB jetzt die Dephosphorylierung,. 


kurve bei gereinigter Nucleotidase schon vom Spaltungsbeginn ah § 
fast linear verliuft, so wie es bei Tetranucleotid als Substrat ory F 


nach 25°/jiger Dephosphorylierung der Fall ist. 


Die begrenzte Spezifitét der hier verwendeten gereinigte, 
Mononucleotidase-Priparate, d.h. ihre Fahigkeit, vermutlich yoy. § 


nehmlich primar gebundene Phosphorsduregruppen abzuspaltey, 
kann zur Beurteilung der Hinheitlichkeit von Oligonucleotid. 
Fraktionen herangezogen werden. In der vorangehenden Arbeit'} 
ist ein Oligonucleotidpriparat der fraktionierten Dialyse unter. 
worfen worden. Nach den Dialysekoeffizienten, welche an einer 
Anfangs- und einer Endfraktion gemessen wurden, ist die Substany 


~ 
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Fig. 3 


— zum wenigsten innerhalb sehr enger, dort diskutierter Grenzen — 
einheitlich, namlich ein Tetranucleotid. Auch das Verhalten gegen- 
iiber den Mononucleotidase-Priparaten spricht fiir Einheitlichkeit: 
Die an beiden Fraktionen beobachteten Dephosphorylierungskurven 
(I und IT) decken sich (Fig. 3). Wird in einem weiteren Versuche 
(IIT) 10°/, des Tetranucleotidphosphors durch solchen eines Mono- 
nucleotids (Riboguanylsaure) ersetzt, so ergibt sich fiir das Gemiscl 
eine deutliche Abweichung der Spaltungsgeschwindigkeit von det 
der reinen Substanz. 

Gelingt es, die Mononucleotidase wirkungsrein, d. h. villig frei 
von Oligonucleotidase zu erhalten, was Gegenstand laufender 
Untersuchungen ist, so ist damit die Méglichkeit gegeben, in ein- 
facher Weise die TeilchengréBe von Oligonucleotiden zu bestimmen: 
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rungs F Ayg dem Verhaltnis der Gesamtmenge des Phosphors und der 

nn ab F phosphormenge, welche als primar gebundenes, endstindiges Phos- 

1 erst F phat durch Mononucleotidase abgespalten wird, wiirde sich der 
Kondensationsgrad berechnen lassen. 

ngten 

1 vor. & Zusammenfassung 

alten, § 1. Aus Darmschleimhaut gewonnene Nucleotidase-Priaparate 


eotid. -verschiedener Reinigungsstufen, welche gegen Mononucleotide 
beit’) sleiche Wirksamkeit zeigen, dephosphorylieren Desribotetranucleo- 
unter. ‘tide mit verschiedener Geschwindigkeit. 
elner & 2. Der Unterschied ist auf das Vorhandensein eines die Tetra- 
stanz BF ,ucleotide zu Mononucleotiden spaltenden Fermentes zuriick- 
zufiihren, welches bei fortschreitender Reinigung der Mononucleo- 
| ‘tidase entfernt wird. 
| 3. Dieses Ferment, fiir welches der Name Desribooligonucleo- 
tidase vorgeschlagen wird, ist nicht identisch mit der Desribo- 
_ polynucleotidase aus Pankreas. 
4, Bei der Dephosphorylierung von Tetranucleotid durch 
oligonucleotidasearme Mononucleotidase-Praparate werden zunachst 
| Thymosin und Adenindesoxyribosid freigelegt. 
: 5. Es wird dadurch wahrscheinlich gemacht, daB Thymosin- 
'und Adenosinphosphorséure im Desribotetranucleotid die aufen- 
standigen Nucleotide sind. 
6. Aus dem Verlauf der Dephosphorylierung von Oligonucleo- 
| tiden durch gereinigte Mononucleotidase kénnen Riickschliisse auf 
die Einheitlichkeit der Substrate gezogen werden. 


Experimenteller Teil 


ron: | Einwirkung von Nucleotidase-Praparaten verschiedenen Anreiche- 
eit: | Tungsgrades auf Desribo-tetranucleotid. Als Fermentpraparate finden 
Verwendung. In Versuch 1 und 2: Ein hochgereinigtes Nucleotidase- 
Préparat [Priparat N,!)| mit 3,81 NuE/mg; unter Abrechnung des Ammon- 
che - sulfatgehaltes von 83,3°/, hat es, auf organische Substanz bezogen, 23 NuE/mg. 


no- § In Versuch 3: a) Ein Fermentpraparat (I) mit 1,26 NuE/mg, also 1/;, 
sch — °° wirksam als das obige Praparat. 
der & Darstellung dieses Priparates: 3g Trockendarmpulver [') S. 179] 


werden mit 30 cem Wasser gut durchgeriihrt und scharf abzentrifugiert. Der 
Riickstand wird im Exsiccator im Hochvakuum iiber P,O, getrocknet. 2,2 g. 


rel Die Aktivitét dieses Priparates wird nach den friiher!) angegebenen 
Jer — Sedingungen an Riboguanylsiure als Substrat ermittelt: 3,63 mg Ferment- 
ine | P@parat spalten ab in 30 Minuten 0,228 mg P, in 60 Minuten 0,454 mg P; 


4,54 


1° Nuk meg = = ] 96 
vibe eo save 
3,63 
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b) Ein Fermentpraparat (I1) mit 1,06 NuE/mg. 


Darstellung dieses Praparates: 3 g Trockendarmpulver werden wie obe, — 
einmal mit 30 ccm, dann noch einmal mit 10 ccm Wasser ausgezogen. Nach 
Waschen mit Aceton, Aceton-Ather (1:1) und Ather wird im Exsiccator 


getrocknet. 1,8 g. 
Ermittlung der Aktivitat: 
0,278 mg P, in 59 Minuten 0,432 mg P ab; als Mittelwert in 60 Minute 


0,429 mg P; NuE/mg = ae = 1,06. 


Als ,,Desribo-tetranucleotid“ wird der Fermenteinwirkung unterworfe, | 
die Fraktion V der fraktionierten Dialyse (Mg-Salz mit 8,00°/, P)*). Dif 


einzelnen Versuche enthalten 12,00 mg organisch gebundenen Phosphor jy 
30 ccm Gesamtansatz. 


im Substrat vorhandenen Magnesiums. 


Beispiel eines Ansatzes: 376,92 mg Fraktion VY werden in 20 coy 


m/2-Puffer geldst. 


Fermentlésung versetzt und bei 38° bebriitet. 


Der Spaltungsgrad wird durch Bestimmung des noch organisch ver. § 


bliebenen Phosphors ermittelt'). 


1. Desribo-tetranucleotid (Fraktion V) + gereinigte Mononucleotidase 
(Praparat N,) 








4,06 mg Ferment spalten in 40 Minute § 


Sie sind 0,133 n. an Ammoniak—Ammoniumchlorid. 
puffer (px 8,8) und 0,04 mol. an Magnesiumion, nicht eingerechnet des scho, & 


Nach Zugabe von 3ccm 1n-Magnesiumsulfat-Lisuy f 
wird auf 50 ccm aufgefillt. Je 20 cem werden dann mit 10 ccm der jeweiligen § 





























a b c 
12,0 A 11,5 mg | 12,0 wae 17,3 mg | 12,0 ie 34,5 mg 
Zeit in Ferment Ferment Ferment 
Miawten: 1 lasesnc = 3,66 Nuk. : P = NuE: P = 10,98 : 
noch org. | °/) Spal- | noch org. | °/, Spal- | noch org.| °/) Spal: 
geb. P mg tung geb. Pmg) tung geb. P mg} tung 
53 9,95 17,0 a — 8,16 31,9 
102 oo 8,64 28,2 — ~- 
195 8,70 27,5 -— cal 6,83 (3,0 
377 7,79 35,0 — — 5,40 05,0) 
1046 a 4,34 63,8 — — 
1066 5,32 55,6 a ae 3,27 72.8 
9 


a * 


Riboguanylsaure (12,0 mg 
(Praiparat N,) (11,5 


P) + gereinigte Mononucleotidase 
mg Ferment); NuE: P = 3,66 

















Zeit noch org. geb. P| °/, Spaltung 
197 Min. 0,92 92,5 
752 =«Cs, 0 100 
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Abbau d. Oligonucleotide aus Thymo-nucleinsiure durch Darmfermente 911 


8. Desribo-tetranucleotid (Fraktion V) + Ferment (I bzw. I1) 
aus Darmtrockenpulver 








cae LN 


a) | b) 
oak 12,0 mg P + 34,2 mg Ferment- 12,0 mg P+ 125,2 mg Ferment- 
Zeit in praparat I, NuE: P = 3,63 praparat II, Nuk: P = 10,95 


























Minuten =<" i ae may 
noch org. geb. P| 9, « noch org. geb.P 9, g 

in mg | "lo Spaltung in mg /, Spaltung 
67 10,78 | 10,4 i | sli 
20) 7,39 | 38,4 | shed 
233 — — 3,46 | 71,2 
469 3,68 69,4 | ia 
785 2.08 82.7 cal | uy 
930 sae —— 0,10 99,2 








Einwirkung von Darmtrockenpulver, Mononucleotidase-Praparat und 


dem Gemisch beider auf Tetranucleotid. Substrat: Durch Pankreasextrakt 
zu Tetranucleotid gespaltenes thymonucleinsaures Natrium [vgl.*) S. 86). 


Fermente: Darmtrockenpulver (Praparat II) bzw. Mononucleotidase- 
Priparat N,. Zu je 9 ccm Substratlésung, enthaltend 5 ccm Tetranucleotid- 
losung (= 8,00 mg organisch gebundener P), 3 ccm n-Ammoniak—~Ammonium- 
chloridpuffer px 8,8 und 1 ccm n-Magnesiumsulfatlésung, werden zugegeben 

1. 4,45 mg Darmtrockenpulver in 6 cem Wasser (~ 8 NuE). 

2. 4,45 mg Darmtrockenpulver + 7,4 mg Mononucleotidase in 6 ccm H,O 
(zusammen ~ 36 Nuk). 


3. 7,4 mg Mononucleotidase in 6 H,O (~ 28 Nuk). 
Nach 9 Stunden bei 38°: 


noch org. geb. P °/, Spaltung 


1. 3,1 61 
, 2,3 71 
3. 4,7 41 


Versuch der Extraktion der Oligonucleotidase mit Wasser aus Darm- 
trockenpulver. Je 9ccm Substratlésung, enthaltend 5 ccm Tetranucleotid- 
lisung (mit 9,6mgP)+ 3ccm 1 m-Ammoniak-Ammoniumchloridpuffer 
px 8,5 + 1 cem 1 m-Magnesiumsulfatlésung, werden versetzt mit 

1. 5 cem Darmtrockenpulver-Suspension (mit 20 mg Darmtrockenpulver) 

l1cem H,O. 

Fiir Versuch 2 und 3 wird 1 g Darmtrockenpulver 2mal mit je 20 ccm 
Wasser auf der Zentrifuge gewaschen. Restlésung = 36 ccm. Der Riickstand 
wird auf 50 cem aufgeschlemmt. 

2. leem Riickstand + 5 ccm H,O. 
3. 0,72 ccm Restlésung + 5,28 ccm H,0O. 
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aquivalent: auf 9,6 mg P kommen 20 mg Trockendarm zur Einwirkung. 


Nach 4,5 Stunden bei 38°: 


Versuch noch org. geb. P °/> Spaltung 
1. 3,9 58 
2. 4,4 54 
3. 7,8 19 


Gestaffelte Einwirkung von Polynucleotidase und hochwirksamer 
Nucleotidase auf Tetranucleotid. Substrat: Durch Pankreasextrakt zu Tetra. 
nucleotid gespaltenes a-thymonucleinsaures Natrium [vgl.”) S. 86]; in 15 cem 
30,0 mg organisch gebundenem P. Fermente: 


a) Polynucleotidase; die Darstellung dieses Praiparates wird an anderer 
Stelle geschildert. Etwa 1 g dieses zu 75°/, aus Ammonsulfat bestehenden 
Praparates vermégen 11 g a-Thymo-nucleinséure in 12 Stunden védllig in 
Tetra-nucleotide zu spalten. 


b) Hochwirksames Nucleotidasepraparat N, *). 

Ansatz 1: 15 ccm Tetranucleotidlésung + 100 mg Magnesiumoxyd mit 
Kohlensaure auf px 8,5 eingestellt; + 29,2 mg Nucleotidase in 5 ccm Wasser. 
Nach 12 Stunden bei 38°: 44,9°/, Spaltung. 


Ansatz 2: 15 ccm Tetranucleotidlésung + 2 ccm n-Ammoniak—Ammon- 
sulfatpuffer pq 7,0; + 30 mg Polynucleotidase in 3 ccm Wasser. 


Nach 12 Stunden bei 38°: 0,6°/, Spaltung. 


‘Aufgekocht. 12 ccm der Lésung (= 18 mg P) wie oben auf pq 8,5 ein- 
gestellt: + 17,5 mg Nucleotidase in 25 ccm Wasser. 

Nach 12 Stunden bei 38°: 45,1°/, Spaltung. 

Ansatz 3: Wie unter 1, aber + 14,6 mg Nucleotidase in 5 ccm Wasser. 

Nach 12 Stunden bei 38°: 35,7°/, Spaltung. 

Aufgekocht und abzentrifugiert. 12 ccm dieser Lésung (= 18 mg P) 
mit verdiinnter Schwefelsiure auf py 7,0 eingestellt, + 5 com Puffer py 7,0 + 
18 mg Polynucleotidase, auf 25 ccm aufgefiillt. 

Nach 12 Stunden bei 38°: 35,9°/, Spaltung. 


Aufgekocht. 15 ccm Lésung (= 10,8 mg P), mit 50 mg Magnesium- 
oxyd versetzt, mit Kohlensaure auf py 8,5 eingestellt, + 5,3 mg Nucleotidase 
in 5 ccm Wasser. 


Nach 12 Stunden bei 38°: 45,8°/, Spaltung. 


Einwirkung von Alkali auf Tetranucleotid. 320 mg Magnesiumsalz des 
Tetranucleotids (mit 8,00°/, P), entsprechend 0,206 Millimol reinem Tetra- 
nucleotid, werden in einem Jenaer Reagenzglas in 3ccm ausgekochtem 
Wasser geliést, mit 1 ccm 2n-carbonatfreier Natronlauge versetzt und, mit 
einem Gummistopfen verschlossen, 6 Stunden im Wasserbad bei 90° gehalten. 
Parallel lauft ein Kontrollversuch ohne Tetranucleotid. Die Tetranucleotid- 
lésung nimmt eine schwach gelbliche Farbe an. Nach Abkihlen werden je 


Auf Darmtrockenpulver bezogen sind die verwendeten Enzymmengey 
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lengen [9 ccm n-Salzséure zugegeben und mit 0,01 n-Natronlauge gegen Phenol- 


ig. 


amer 
"etra. 
> cem 


derer 
nden 
g in 


mit 


sser. 


non- 


ein- 


ser. 


hthalein als Indicator titriert: Tetranucleotidlésung 6,11 ccm; Kontroll- 
jésung 3,26 com 0,01 n-NaOH (F = 1,14); aus 1 Millimol Tetranucleotid frei- 
| gewordene 0,16 Millidquivalent saure Gruppen. 


- _Einwirkung von Nucleotidase-Praparaten verschiedenen Reinigungs- 
‘grades auf Kreatinphosphorsaure, Diphenylphosphorsaéure und Diphenyl- 
1 pyrophosphorsaure. Beziiglich Darstellung der Substrate wird auf friihere 
| Angaben verwiesen?). 

: Verwendete Enzympraparate: a) Gewaschenes Darmtrockenpulver (II) 
| mit 1,06 NuE/mg (S. 210). _b) Gereinigte Mononucleotidase mit 3,81 NuE/mg 


/|Priparat N, ’)}. 


Ansatz 1: 320 mg Kreatin-phosphorsaures Calcium werden gelést und 


‘msammen mit 10ccm 0,5n-Ammoniak-Ammonchloridpuffer py 8,89 und 
/1,5ccm m-Magnesiumsulfatlésung auf 25 ccm aufgefillt. In 10 ccm 6,02 mg 
-organisch gebundenem P. 


Ansatz 2: 139mg Diphenyl-phosphorsaures Kalium analog Ansatz 1 


‘celist und aufgefillt. In 10 com 6,00 mg P. 


Ansatz 3: 100 mg Diphenyl-pyrophosphorsaures Natrium, analog An- 


F satz l. 


In 10 com 5,67 mg P. 
Je 10 ccm der Substratlésung versetzt mit 


a) 5cem einer Lésung von gereinigtem Ferment (8,52 mg Praparat N, 


| mit 32,5 NuE). 


b) 5 eem einer Suspension von Darmtrockenpulver (31,1 mg Praparat II 


mit 32,8 NuE). 


Nach 12 Stunden bei 38°: 
noch org. geb. P °/, Spaltung 


i. -= 4,06 32,2 
b) 3,96 33,8 
2. 2a) 5,98 0,3 
b) 5,94 1,0 
3. a) 5,53 2,2 
b) 5,65 0,3 


Abtrennung der Nucleoside nach 50°/,iger Dephosphorylierung des 


_ Tetranucleotids. 30g rohes Magnesiumtetranucleotid mit 7,24°/, P [voran- 
| stehende Arbeit®)] werden in 100 ccm Wasser gelést und durch vorsichtige 
| Zugabe von verdiinnter Schwefelsiure auf px 7,0 eingestellt. Nach Eintragen 
_von | g eines Polynucleotidase-Praparates wird 71/, Stunden bei 38° bebriitet. 
(Dieses Enzympraparat, dessen Darstellung an anderer Stelle geschildert 
| wird, besteht zu 80°/, aus Ammoniumsulfat.) 


Nach Aufkochen werden von den 131 ccm 12 ccm fiir Vorversuche ab- 


| “ezweigt. Die restliche Lésung, entsprechend 119/131-10-7,24-30 = 1940 mg 
| organisch gebundenem P, wird mit 2g Magnesiumoxyd und 35ccm 2m-Ammon- 
 catbonatlésung versetzt und durch Einleiten von Kohlenséure auf py 8,6 
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eingestellt. Nach Zugabe von 1 g Nucleotidase [Praparat N, *)], und 13stip. 


diger Bebriitung bei 38° (37°/, Dephosphorylierung) wird das Magnesiyn, f 


ammoniumphosphat abgetrennt, und die Lésung nach abermaliger Zuga}, 


von 1 g Magnesiumoxyd und Einstellung auf py 8,6 fiir weitere 12 Stunden de, F ; 
Kinwirkung von 1 g Nucleotidase ausgesetzt. Jetzt sind noch 1010 mg pf 


organisch gebunden; Spaltung also 48,2°/). 


Weiter verarbeitet wird ein aliquoter Teil mit 900 mg organisch ». f 
bundenem P, entsprechend 1730 mg P im Ausgangsmaterial. Nach Aufkoche, 
wird der aus Magnesiumammoniumphosphat, Magnesiumoxyd, Magnesium. § 
carbonat sowie geflocktem EiweiB bestehende Niederschlag abzentrifugiert uni E 


gewaschen. Die vereinigten Lésungen werden mit so viel warmer gesiittigte 


Bariumhydroxydlésung versetzt, bis in einer abzentrifugierten Probe ay & ; 


R: 
z 


weitere Zugabe keine Fallung mehr erfolgt. Der abzentrifugierte Niederschlay : 


[BaSO,, BaCO,, Mg(OH), usw.] wird 2 mal mit je 150 ccm Wasser gewaschen. In 


letzten Auszug sind nur noch 6,0 mg Phosphor. Die vereinigten Lésungen uj BE 


Waschwasser, welche 840 mg organisch gebundenen P, dies sind 94°/, d. Th, 


enthalten, werden im Wasserstrahlvakuum auf 30 ccm eingeengt. Das Kon. f 


zentrat zeigt auch bei langerem Stehen in der Kalte keine Neigung zu gelieren, F 


Es wird mit 4 g Bariumhydroxyd in 30 ccm Wasser (hei8) versetzt und mit § 
400 cem 98°/jigem Alkohol gefallt. Nach 12stiindigem Stehen im Eisschrank § 
wird die iiberstehende, noch schwach getriibte Lésung abzentrifugiert (Res. F 


lésung 1); die Fallungen werden in 60 ccm Wasser aufgenommen und abermak 


mit 350 ccm Alkohol gefallt. Nach 10 Stunden bei 0° wird eine zweite, fas f 


phosphorfreie Restlésung 2 wie oben abgetrennt. Die Bariumsalze werden 


nun in 300 ccm Wasser aufgenommen und von iiberschiissigem Barium durch § ~ 


Einleiten von Kohlensiaure befreit. Das abgetrennte Bariumcarbonat wird au! 
der Zentrifuge mehrmals gewaschen. Die Lésung, sowie die Waschlésungen 


werden im Vakuum auf 35 ccm eingeengt und mit dem 6fachen Volumaf 


Methanol gefallt. Die mit Methanol gewaschene Fallung wird im Exsie. 


cator getrocknet. Erhalten: 13,8 g mit 5,14°/, P (711 mg P = 85°/, Auf 


beute). 


Barium befreit. Nach Abtrennung und Waschen des Bariumcarbonats mit 








Die alkoholischen Restlésungen 1 und 2 sowie die methanolische Res | 
losung werden zusammengegeben und durch Einleiten von Kohlensaure von f 


RR otha ge eles, 


wenig Wasser wird alles zusammen auf 50 ccm eingeengt. Das Konzentrit f - 


wird mit dem gleichen Volumen Alkohol versetzt und durch vorsichtige Zugabi 
von verdiinnter Schwefelséure auf pq 5,0 gebracht. Ein geringer Niederschila 
von Natriumsulfat wird abgetrennt und mit wenig 50°/,igem Alkohol ge 
waschen. Die vereinigte Rest- und Waschlésung wird auf 20 ccm eingeengt. 
Durch Zugabe von 100 ccm 98°/,igem Alkohol wird sie in eine alkoholschwer 
lésliche Fraktion 1 (= 1,29 g mit noch 39 mg P) und eine alkoholleichtlésliche 


Fraktion 2 (= 2,14 g mit 13 mg P) unterteilt. Fraktion 1 wird noch einm f 


mit 40 ccm heiSem Athanol ausgezogen und der Extrakt Fraktion 2 2: 


geschlagen. Die zur Trockne abgedampfte Fraktion 2 wird 2mal mit je 50 cca f ) 


heiBem n-Propanol ausgezogen; der Riickstand wird Fraktion 1 zugeschlagen 
Beim Abkiihlen scheiden sich aus dem propanolléslichen Anteil einige Schmieret 
ab, welche ebenfalls zu Fraktion 1 gegeben werden. Beim Abdiinsten de 
Propanols krystallisiert Fraktion 2 langsam aus, und ist nach 2 Wochen vollig 
durchkrystallisiert (1,30 g). Da sie beim Umlésen nur sehr langsam wieder 


auskrystallisiert, wird sie durch Filtration der athanolischen Lésung (50°/, Alko- F 
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hol) durch eine 3cm hohe Aluminiumoxydsaule gereinigt. Nach Abdampfen 


des Filtrates krystallisieren sofort 1,2 g reines Thymosin (Schmelzp. 185°) aus. 
Die Mutterlauge wird eingeengt und in etwa 3 cem 80°/jigem Athanol auf- 
genommen. Nach Versetzen mit waBrig-alkoholischer Pikrinsiurelésung 


7 krystallisieren nach 3 Tagen nur etwa 50 mg eines Pikrates; Schmelzp. (einmal 


umkrystallisiert): 230°. 

Die propanolunlésliche Fraktion 1 wird zur Trockne eingeengt und in 
399/,igem Athanol aufgenommen. Durch Filtration durch Aluminiumoxyd 
wird von phosphorhaltigen Beimengungen befreit. Da sie nach Einengen noch 


t keine Neigung zur Krystallisation zeigt, wird sie mit methanolischer Salzsaure 


he od p hydrolysiert und das abgeschiedene Hydrochlorid gesammelt®). 
> auf 


rschlay 


Isoliert werden 650 mg Hydrochlorid, welches frei von anorganischen 
Salzen ist. Die positive Kossel-Probe, sowie die leichte Léslichkeit des Pikrats 
bestiitigen, daB die Substanz Hypoxanthin-hydrochlorid ist. 

Die Ausbeuten sind bezogen auf die nach Abtrennung der anorganischen 
Verunreinigungen noch vorliegende Phosphormenge von 840 mg, entsprechend 
1680 mg urspriinglichen Tetra-nucleotidphosphors (= 13,5 Millimol Tetra- 
nucleotid). Isoliert werden 3,43 g Rohnucleosid; nach Abrechnung der darin 
enthaltenen phosphorhaltigen Bestandteile verbleiben fiir die Nucleosidfraktion 
2,8 g = 11,3 Millimol Nucleosid (durchschnittliches Mol.-Gew. = 248). Isoliert 
werden 1,3 g Thymosin = 5,4 Millimol (80°/, Ausbeute) und 650 mg Hypo- 
xanthin-hydrochlorid = 3,8 Millimol (56°/, Ausbeute). 


Einwirkung von Nucleotidase-Praparaten verschiedenen Reinigungs- 
grades auf den nucleotidaseresistenten Teil des Tetranucleotids. Substrat: 
Oligo-nucleotidpraiparat, welches nach 50°/,iger Dephosphorylierung zuriick- 
blieb (S. 214). 


Fermentpraparate: a) gereinigte Mononucleotidase (Praparat N,), 
b) gewaschenes Darmtrockenpulver (Praparat IT, S. 210) 











a) | b) 
11,72 mg Nucleotid-P 11,72 mg Nucleotid-P 
Zeit in + 34,6 mg Praparat N + 125,2 mg Darmferment (II) 
; NuE: P = 11,2 NuE: P = 11,2 
Minuten or 











noch org. geb. P noch org. geb. P 


°/, Spaltung 














in mg "/o Spaltung in mg 
200 5,33 9,00 3,93 32,9 
900 3,21 33,3 0,95 | 83,8 


Vergleich der fermentativen Spaltung von zwei Oligonucleotid- 
Fraktionen. Ferment: Gereinigtes Mononucleotidase-PraparatN,(3,81NuE/mg). 
Substrat: 1. Fraktion II [vgl. fraktionierte Dialyse*) S. 196]. 2. Fraktion VI 
(ebenda). 3. Gemisch aus Fraktion II und Riboguanylsaure [P (Fraktion II) : 
P (Guanylsiure) = 9: 1). 

Beziiglich der Ansaitze wird auf die Angaben von S. 210 verwiesen. 
Auf 12,0 mg Substratphosphor kommen je 11,5 mg Fermentpraparat zur 
Einwirkung. NuE: P = 3,66. 








ee 





cs aaa ee ee 

















916 Heinz Lehmann-Echternacht, Abbau der Oligonucleotide usy 
1. 2. -_ 
Zeit in & ' iene 
Minuten | noch org. | °/) Spal-| noch org. | °/, Spal- | noch org.| °/, Spal. 
geb. Pmg} tung |geb. P mg} tung |geb. Pmg/ tung 
70 9,86 17,8 9,83 | 18,0 9,11 23.9 
250 8,34 30,5 8,40 ; 30,0 7,62 36,6 
856 7,39 38,4 7,26 | 39,4 6,62 44,9 
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Antigene und bésartige Geschwilste (III) *) 
Von 
Fritz Michee] und Hans Emde 
(Mit 3 Figuren im Text) 


(Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Universitat Minster [Westf.]) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Mai 1941) 


Die in der ersten Mitteilung!) beschriebene Verhinderung der 
Bildung von Benzpyrensarkomen bei Miusen durch regelmaBige, 
sehr kleine Gaben von Antigenen ist in verschiedenen Richtungen 
erweitert worden. Es erschien zunachst wiinschenswert, die bis 
dahin gewonnenen Ergebnisse zu einem zahlenmaB8ig gréBeren Tier- 
material zu vervollstaéndigen. Unsere bisher tiber die Krebs- 
beeinflussung zum Abschlu8 gelangten Versuchsreihen, wie sie zum 
Teil im folgenden beschrieben werden, stiitzen sich nunmehr 
auf insgesamt mehr als 600 Tiere. Fir die Verwendung der 
Antigene sind zwei Gesichtspunkte von besonderer Bedeutung: 
1.die Art der Antigene und 2. die Héhe und Hiaufigkeit der 
Dosen. Von den seither untersuchten Antigenen scheint sich 
ein krystallisiertes Pferdeserumalbumin, das anschlieBend durch 
Elektrodialyse von anorganischen Jonen befreit wird, am besten 
bewihrt zu haben, jedenfalls bei den von uns bis jetzt an- 
gewandten Dosen. Weniger giinstig wirkten krystallisiertes und 
elektrodialysiertes Eieralbumin. Da8 ein durch Krystallisation ge- 
reinigtes Hieralbumin stirker antigene Eigenschaften als ein un- 
gereinigtes besitzt, zeigte Wells. Wir haben es, als eine wichtige 
Aufgabe, in Angriff genommen, besonders auch synthetische 
Antigene in den Kreis der Untersuchungen einzubeziehen, da man 
es bei diesen in der Hand hat, auch mit nicht kérperfremden pro- 
sthetischen Gruppen**) die Starke der antigenen Wirkung zu steigern. 
DaS der Antigencharakter des fiir die Beeinflussung des Tumor- 

*) IL. Mitteilung: Z. angew. Chem. 54, 293 (1941). 

**) Bekanntlich enthalten die am haufigsten bei Versuchen in der Immuno- 
chemie verwandten synthetischen Antigene die kérperfremde Azogruppe. 
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918 Fritz Micheel und Hans Emde, 


wachstums zur Verwendung gelangenden EiweiBes bzw. eiweif. 
artigen Stoffes von entscheidender Bedeutung ist, zeigte uns die 
Verwendung von Gelatine. Gelatine gilt als Nichtantigen [Wells?)}, 
Méglicherweise hat sie jedoch noch schwach antigene Higenschaften, 
wie sich aus dem Umstande ergibt, daB aus ihr erhaltene Abbau. 
produkte sensibilisierend zu wirken vermégen [Mori%)], obwohl 
im allgemeinen die antigenen Eigenschaften mit zunehmendem 
proteolytischen Abbau mehr und mehr verschwinden. 

Wird zu unseren Versuchen statt der schon genannten Antigene 
Gelatine verwandt, so zeigt sich zunichst gegeniiber den uw. 
behandelten Kontrolltieren eine gewisse Zunahme der Zahl der 
Tumortriger; im Endeffekt bleibt jedoch die Zahl der Krebstriiger 
etwas hinter der der Kontrollen zuriick, so daB man von einem 
kleinen positiven Effekt der Gelatine sprechen kann (vgl. unten), 
Dies ist auf die vermutlich nicht ganz von antigener Wirkung freie 
Gelatine zuriickzufiihren. 

Auch die Dosierung des Antigens ist nach den bisherigen Er- 
gebnissen von Bedeutung fiir die GréBe des Effektes. Am giin- 
stigsten scheint z. B. beim Pferdeserumalbumin eine Gabe von 
15 y, zunachst 2 mal in der Woche, nach etwa 10 Wochen einmal 
wochentlich zu sein. Ohne ein weiteres Versuchsmaterial mit um- 
fassenderer Variation von GréBe und Zahl der Dosen lassen sich 
jedoch tiber diese vorliufigen Ergebnisse hinaus noch keine sicheren 
Angaben machen. 

Die Befunde im einzelnen finden sich in den Fig. 1, 2 und 3 
und der Tabelle (vgl. Versuchsteil) zusammengestellt. Es emp- 





piu 
Tier 


Benz 


fiehlt sich, als Endpunkt einer Versuchsreihe 180—140 Tage wz f 


nehmen. Die in der ersten Mitteilung gewahlte Zeit von 110 Tagen 


ist nicht bei allen Versuchsreihen als asymptotische Annadherung f 


an den Endzustand zu betrachten. Erschwerend fiir eine langere 
Ausdehnung der Versuche ist allerdings, dab etwa nach dem 
130. Tage in wachsendem Umfange sich Todesfalle, auch bei tumor: 
freien Tieren, einstellen kénnen (vgl. unten). Fig. 1 gibt einen 


Uberblick iiber die Wirkung der einzelnen zur Verwendung ge- f 


langten Stoffe, wobei die Werte mit verschieden hohen Dosen unter 
Beriicksichtigung der Zahl der Tiere zusammengezogen wurden. 
Wahrend von den nur mit Benzpyren behandelten Tieren in det 
Versuchszeit etwa 90°/, Tumoren erhalten (ermittelt an 76 Tieren), 
liegt die Zah] der Tumortriager bei Behandlung mit verschiedenen 
Fraktionen des Giftes der indischen Cobra (Naja tripudians) bei 
etwa 60°/, (22 Tiere). Die Giftigkeit dieses Antigens macht sich 
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reib. hiufig stérend bemerkbar, da die 
die Pirjere gegeniiber dem Schlangengifte eine erhéhte Empfindlichkeit 
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Fig. 1 


Benzpyren: 76 Tiere; Bzp. + Eieralbumin: 72 Tiere; Bzp. + Pferdeserumalbumin: 


Bzp. + Naja-Tripudians: 22 Tiere 
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mit Benzpyren behandelten 


77 Tiere; 


15y Antigen. Benzpyren: 76 Tiere; Bzp. + Gelatine: 37 Tiere; Bzp. + Eieralbumin: 
42 Tiere; Bzp, + Pferdeserumalbumin: 53 Tiere 


zeigen, wie bereits friiher mitgeteilt wurde). Am giinstigsten liegen 
die Ergebnisse (Fig. 1) bei den Albuminen aus Hiihnereiern und 
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aus Pferdeserum. Bei ersterem sind rund 55°/, der Tiere / (T2)E 


| 
/ 


Tumortrager, bei letzterem etwas mehr als 40°/o (77 Tiere). 


In der Fig.2 sind die Ergebnisse bei einer Dosierung de 1 


KiweiBes bzw. eiweiBartigen Stoffes von 15 y, in Fig. 8 mit 30 y, 
zusammengefaBt. Wie der Verlauf der Kurven zeigt, treten Me 
den mit 15 y der Albumine behandelten Tieren die Sarkome weser}. 


lich langsamer als bei den Kontrolltieren anf. Nur etwa 45°, duff : 


mit Hieralbumin behandelten Tiere (42) bekommen Sarkome; yo) 
den mit Serumalbumin behandelten rund 30°/, (58 Tiere). 
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30 y Antigen. Bzp.+Eieralbumin: 18 Tiere; Bzp.+Innenraum: 13 Tiere: 
Bzp. + Serumalbumin: 16 Tiere 
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Die Tiere aus den Versuchsreihen, die keine Sarkome lef 
kommen, machen tiberwiegend einen gesunden EKindruck und zeigen 


normales Gewicht. Sie sind auch frei von inneren Tumoren, wi 
die Untersuchung durch Lasthaus (Chirurgische Klinik der Un: 
versitat Miinster) ergab. 

Bisher ist es bei der zur Anwendung gelangten Dosis vol 


Benzpyren (2 mg) nicht gelungen, einmal aufgetretene Tumoref 
durch die Antigenbehandlung wieder zar Heilung zu bringen. ff 
scheint, als ob eine so hohe Dosis des cancerogenen Stoffes, wen! f 


sie emmal die durch die Antigengaben gesteigerte Abwehr de 


K6orpers tiberwunden hat, in ihrer Wirkung nicht mehr aufgehalte 
werden kann. Versuche mit kleineren Benzpyrendepots werde: 
dariiber Auskunft geben. 
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Wie sich die Antigenbehandlung bei Spontantumoren und bei 


Te (72) Re 

).  [ Impftumoren auswirken wird, ist nicht vorauszusagen. Wahr- 
ng dq scheinlich sind im Verhalten der durch cancerogene Stoffe erzeugten, 
it 30y, Oder Spontan- und der Impftumoren gewisse Unterschiede zu er- 


warten, wie sie seit langerer Zeit auch in deren sonstigen Verhalten 
bekannt sind (vgl. unten). Vermutlich werden neben der Art des 
5 der a mur Verwendung gelangenden Antigens auch die Dosierungen von 
' Wichtigkeit sein. Unsere friiher!) erwahnten Untersuchungen mit 
“Benzpyrenhautcarcinomen (die aus a&uBeren Griinden noch 
nicht zu einem entscheidenden Ergebnis gefiihrt werden konnten) 
zeigen bisher einen Unterschied gegeniiber den Sarkomen bei der 
Antigenbehandlung. Untersuchungen iiber die Beeinflussung von 
Impftumoren durch Antigene werden von Hellner und Lasthaus 
(Chirurgische Klinik der Universitat Miinster, Westf.) ausgefiihrt. 
Wie oben bereits erwihnt, deuten die bisherigen Ergebnisse 
 darauf hin, daB die Dosierung der Antigene auf den Erfolg der 
_Krebsbeeinflussung von grofer Bedeutung ist. Reding‘) zeigte, 
| daB wiederholte gré8ere Zufuhr (wie sich aus dem Zusammen- 
| hang ergibt, Zahlenangaben fehlen jedoch) von antigenen Hiweib- 
 stoffen zu einem erhdhten Auftreten von Spontantumoren und zu 
Schidigungen innerer Organe (Leber, Milz u.a.) fithren. Aber 
auch schon die kleinen Gaben unserer Versuchsreihen bedingen 
neben der Behinderung der Sarkombildung médglicherweise eine 
gewisse Schaddigung der Tiere. Es wurde jedoch bisher nicht aus- 
geschlossen, ob diese auf das Antigen oder auf das Benzpyren oder 
auf eine Zusammenwirkung beider zuriickzufiihren ist: wie schon 
‘ erwahnt, zeigen die mit Antigen behandelten Tiere, die frei von 
| Sarkomen bleiben, nach 130—140tagiger Versuchsdauer mitunter 

e bp. eine betrachtliche Sterblichkeit. 


eigen E In den beiden fritheren? *) Mitteilungen ist darauf hingewiesen 
, wif Worden, daB die zahlreichen Befunde tiber Hemmung oder For- 
Unig “erung des Tumorwachstums durch Organ- oder Tumorextrakte, 


die sich haéufig zu widersprechen scheinen, gréBtenteils eine einheit- 

yong liche Deutung unter Beriicksichtigung der Tatsache zu finden ver- 
vor’ Ogen, daB solche Extrakte Antigene enthalten und der férdernde 
Ef oder hemmende Einflu8 auf das Tumorwachstum von der Dosierung 


ven e abhangt. 

def Aus den zahlreichen Beobachtungen seien aus jiingster Zeit 
altenf “nter diesem Gesichtspunkte angefiihrt: 
rdenf Lewisohn®) erzielte an Maiusen, die das Impfsarkom 180 


hatten, mit Extrakten aus Rindermilz in betrichtlichem MaBe 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 269 15 
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ein Verschwinden des Tumors*). Die GréBe der Antigendosen js 
nicht ersichtlich; jedoch wirken in diesem Falle Dosen von 1/,, der 
heilenden im umgekehrten Sinne, also férdernd auf das Sarkom, 
Nach Tsutsulopulos und Lenze’) gelingt es bei Mausen, dip 
mit Ehrlichschem Mausecarcinom geimpft werden und vor der 
Impfung Organstiicke von Meerschweinchen implantiert und gleich. 
zeitig Extrakte von Meerschweinchenorganen (Milz, Leber, Lunge, 
Hirn, Herz) injiziert erhalten, die Tumorbildung weitgehend 1 
verhindern. Beachtenswert erscheinen Befunde von Putnoky'), 
Er untersuchte die Immunisierung von Ratten gegeniiber de 
Impfung mit emem Ehrlich-Putnoky-Rattencarcinom, das aui 
Ratten wie auf Méuse zu tiberimpfen ist, durch Verabfolgung von 
Embryonalhautemulsion oder Gewichsemulsion. Stammten diese 
Praéparate von Miusen, so trat eine weitgehende Immunisierung 
ein, stammten sie jedoch von Ratten, so war dies nicht 
der Fall. 

Bei allen diesen Befunden handelt es sich, sei es, daB Extrakte 
injiziert wurden, sei es, daB Organstiicke implantiert wurden, um 
die Zufuhr von kérperfremdem Eiwei8**). Dabei sind der Zeitpunkt 
der Immunisierung (vor oder nach der Implantation des Tumors) 
und dessen Virulenz von entscheidender Bedeutung. Bei starker 
Virulenz treten die giinstigen Effekte der Antigenzufuhr nicht 
schnell genug ein oder sie sind zu schwach. 

Auch die Implantation eines Tumors oder die Injektion von 
zellfreien Tumorextrakten®) ist als Zufuhr kérperfremden Eiweihes 
aufzufassen. Es ist seit langem bekannt, daB Tiere, die einmal mit 
einem Tumor geimpfit wurden, gegen eine zweite Impfung, auch 
mit einem anderen Tumorstamm, mehr oder minder immun sind, 
auch wenn der erste Tumor nicht angegangen war oder operativ 
entfernt wurde. Dies wird verstiandlich, insbesondere der Un: 
stand, daB zur Erreichung der Resistenz eine gewisse Zeit erforder- 
lich ist [Hackmann!)], wenn man die Immunisierung als eine 





*) Praparate aus anderen Organen (Leber, Herz, Pankreas oder Hoden) 
wirken bei gleicher Konzentration nicht in erkennbarer Weise. 

**) Fir die Wirkung als Antigen wird K érperfremdheit eines Eiweil- 
stoffes als erforderlich angesehen, und es ist umstritten, ob bloBe Blut- 
fremdheit (OrganeiweiB) dazu ausreicht. Andererseits geniigt fiir die Bildung 
der Abderhaldenschen Abwehrfermente Blutfremdheit des dem Kreis- 
lauf zugefiihrten EiweiSstoffes. Es mu8 zunachst offen bleiben, ob fiir die 
anticancerogene Wirkung nicht auch Blutfremdheit des Antigens geniigen 
kann, wenn auch mit schwacherem Erfolge. 
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Folge der Antigenzufuhr durch den ersten Tumor ansieht. Bei 


diesen Versuchen ist ebenfalls die Virulenz des Impftumors von 


‘eroker Bedeutung fiir den Erfolg der Beeinflussung. Zwischen der 
 Fihigkeit eines Tumors zur Metastasenbildung und seiner Be- 
pinfluBbarkeit durch Antigene dirften ebenfalls Zusammenhinge 
Jestehen. Es wird nach dem Ausgefiihrten verstindlich, daB bei 
Tmpftumoren mit geringer oder fehlender Neigung zur Bildung von 


Metastasen eine Beeinflussung durch Antigenzufuhr eintritt, weil 


a das Ausbleiben der Metastasen auf die gleiche Ursache zuriick- 


gufiihren ist, wie die Resistenz gegen eine zweite Impfung: eine durch 


Antigenzufuhr bedingte Anregung der Proteasen. Demgemaii mu 


man bei Spontantumoren und sehr bésartigen Impftumoren (z. B. 


'Brown-Pearce-Carcinomen), die eine groBe Tendenz zur Bildung 
‘yon Metastasen besitzen, erwarten, da ihrer Beeinflussung oder 


Heilung durch Antigengaben erhdhte Schwierigkeiten entgegen- 


'stehen werden; mit anderen Worten: Tumoren mit geringer Neigung 
'mur Metastasenbildung (durch cancerogene Stoffe erzeugte oder 
‘pewisse Impftumoren) werden leichter durch Antigengaben be- 
einfluBbar sein als Spontan- oder besonders bésartige Impftumoren. 
Weiterhin ist zu beriicksichtigen, daB Impftumoren, im Gegensatz 
} zu Spontantumoren, auf das Abwehrsystem eines gesunden Orga- 
Fnismus treffen. 


Die in dieser Mitteilung beschriebenen Ergebnisse wurden, wie 


| die der ersten Mitteilung, an Méusen ohne einheitliche Erbanlagen 


gewonnen. Daraus erklart sich die Streubreite der Beobachtungen 


an verschiedenen Versuchsreihen. Andererseits bietet die grobe 
'Zahl der verwandten Tiere die Gewahr dafiir, daB die Befunde 
'nicht durch eine unterschiedliche natiirliche Resistenz der Tiere 


vorgetiuscht werden. Unsere Versuchsreihen mit Reinzuchttieren, von 
denen uns bisher nur eine beschrankte Zahl zur Verfiigung stand, 


sind noch nicht soweit gediehen, daB sie mitgeteilt werden kénnten. 


Infolge der gréBeren Empfindlichkeit dieser Tiere wurden 


/ in unseren bisher abgeschlossenen Versuchen die Ergebnisse 
durch eine erhebliche Zahl an Todesfillen verwischt, wenn 
gleich hohe Dosierungen gewahlt wurden, wie bei den iibrigen 


Versuchsreihen. 
Auf das Verhialtnis unserer Befunde der Antigenbehandlung 
zur ,,unspezifischen Therapie der Protoplasmaaktivierung* von 


_ Weichhardt!2) fund der Proteinkérpertherapie von R. Sch midt}4) ] 


ist in der 2. Mitteilung®) eingegangen worden. Es kann an dieser 
Stelle dorthin verwiesen werden. 
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Bei der Ausfiithrung der Tierversuche wirkte Fraulein Liselott. 
Lisner mit. 

Fiir die materielle Férderung unserer Arbeiten sind wir dem Reichs. 
forschungsrat und der Firma C. F. Boehringer (die unsere Untersuchunge, JB °° 
iiber Schlangengifte unterstiitzte) zu groBem Dank verpflichtet. 














Ubersicht iiber die Versuche ! a 

Im allgemeinen wurden die Versuche, wie in der I. Mitteilung!) & 
beschrieben, ausgefihrt. Erginzend mitzuteilen ist, daB die Mius: BP 4, 
stindig bei einer Raumtemperatur von 22—24° gehalten wurden, 7; 








und daS Tageslicht fast vollstindig ausgeschlossen wurde. Ak & ;,, 





Antigene wurden verwendet: = 
1. Natives Gift der Naja tripudians (indische Cobra). hy 
Tabelle I ™ 


(vgl. die entsprechende Tabelle der I. Mitteilung) 
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Benz- iii Befund nach bs a an 
Zahl| pyren | _ Pe cn a , oe 130 Tagen 3 3 : (ze 
der (mg) ° Tumor- frei von} 85 = m 
_— % is , Zahl und Dauer triiger Tumoren] % 35 ‘] 
, ” citi der Gaben at aoe 7 O ins sa 
Olivendél | Zahl!| °/, 'Zahl| o/, = 
, : 7 
40 f¢ 12x 1mg — | — 24 | 39 S$ i114 13¢ - 
169),2x1mg | —— 1395; 1 | 5 2 
40 9 | 2x1mg] Gelatine 15 y | 9 Wochen 2 mal, | 26 70/11 | 30 39 
dann 1 mal 
| wdchentlich 
ISA)] 5 , | Lieralbumin | 9 Wochen 2 mal, ee pry 3d! 
16 3} ax hing ly | dann 1 mal i nal coll (a 79 
| w6chentlich 
20 BI 5 . | Serumalbumin 10 Wochen 2 mal, =F 2 2 
20 QI} ~ ime ld | dann 1 mal i (oe - 
wochentlich 
LO #\] Innenraum | 5 Wochen 2 mal, - oon oe _ rr. 
10 Qf] = X 1mg (Naja _wochentlich 30 y,) © 27) 9 49 59 
tripudians) 307; 5 Wochen 2 mal | 
5 y wochentlich 15 y, 
dann | mal 
wochentlich 15 y 


*) Es sind in diese Spalte auch Tiere aufgenommen, die zwischen de: 
60. und 90. Tage ohne Tumor gestorben sind. 


~~ - 


2. Kine hochmolekulare, fast ungiftige Fraktion des gleichen 
Giftes, die bei der Dialyse Cellophanmembranen nicht passiert*) 
(in der Tabelle als ,,Innenraum‘ bezeichnet). 








Clotte 


>: 
Reichs. 
L1UNGen 


| 


{innerhalb 


60 Tagen *) j 


| 
| 


ss 
| 


7 


+O Oy 



































3. Albumin aus Hiihnereiern. Es wurde zunichst nach _be- 
kannten Vorschriften ein mehrmals umkrystallisiertes Material her- 


 gestellt und dies durch Elektrodialyse vom Elektrolyt befreit. 


4, Albumin aus Pferdeblut. Dies wurde ebenfalls zunachst in 
bekannter Weise mehrmals umkrystallisiert und elektrodialysiert 
wie oben. 

5. Gelatine war ein Handelspréparat (EKmulsionsgelatine*). 


Aus den im theoretischen Teile angegebenen Griinden wurde der 


Jeitpunkt der abschheBenden Beurteilung einer Versuchsreihe auf 
den 180. Tag verlegt. Es wurden jedoch wiederum alle Tiere, die 


' pwischen dem 60. und 90. Tage ohne Tumoren starben, bei der 


Auswertung nicht beriicksichtigt, um eine zu giinstige Beurteilung 
mi vermeiden. 

Um einen Anhaltspunkt dafiir zu bekommen, inwieweit Organe 
des reticulo-endothelialen Systems durch die Antigenzufuhr ver- 


- andert werden, wurden bei einer gréBeren Anzahl von Tieren die 


Gewichte der Leber ermittelt; nennenswerte Abweichungen von 
unbehandelten Tieren ergaben sich im Durchschnitt nicht, wie die 
folzende Ubersicht zeigt: 


Tabelle II 














7 . “ ' Gewicht der frischen Leber 
Zahl der Mause Behandlung “sg : r 
= in °/, des Kérpergewichts 
2] unbehandelt 7.6 
26 2 mg Benzpyren 6,0 
15 2 mg Benzpyren 7,6 
Serumalbumin (Pferd) 
22 2 mg Benzpyren 6,7 
Kieralbumin 
9 2 mg Benzpyren 5,8 
Gift d. Naja tripudians 
(Innenraum) 
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Uber eine biologische Synthese der Pantothensiure 
Von 
Theodor Wieland und Ernst Friedrich M6ller 


Mit 2 Figuren im Text 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir medizinische Forschung Heidelberg, 
Institut fiir Chemie) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Juni 1941) 


Im Jahre 1931 haben R. J. Williams und Mitarbeiter einen 
Wuchsstoff fiir Hefe entdeckt, der von ihnen spater Pantothensiure 
genannt wurde). 1939 erkannten die amerikanischen Forscher, 
daB die Aminosiure f-Alanin (I) einen Bestandteil des Pantothen- 
siiuremolekiils darstellt?). Das war bemerkenswert, weil sich schon 
vorher diese Aminosiure, wenn auch in wesentlich héheren Kon- 
zentrationen, als Wuchsstoff fiir bestimmte Heferassen erwiesen 
hatte’) Unter diesen befand sich auch die obergirige Hefe 
,aebriider Mayer“ (G.M.), die die Amerikaner als Testobjekt fiir 
die Anreicherung der Pantothensaure aus Saugetierleber beniitzten ‘). 
Sie konnten zeigen, daB der Gehalt dieser Hefe an Pantothen- 
siure nur den 8.—60. Teil des normalen Gehalts betrigt, wenn 
die Hefe auf einem Nihrmedium gewachsen war, das sehr arm 
an §-Alanin war. Zusatz von f#-Alanin zur Niahrlésung aber 
brachte den Pantothensiiuregehalt der darauf sich vermehrenden 
Hefezellen wieder zur Norm”). 


Bei einem sehr niedrigen Gehalt an Pantothensiure sinkt, 
wie friiher an bestimmten Hefen gezeigt worden war, die Gir- 


' R. J. Williams u. E. Bradway, J. Amer. Chem. Soc. 53, 783 
(1931); R. J. Williams u. J. H. Truesdail, Ebenda 58, 4171 (1931); 
R. J. Williams, C.M. Lyman, G.H. Goodyear, J. H. Truesdail u. 
D. Holaday, Ebenda 55, 2912 (1933). 

*) H. H. Weinstock, H.K. Mitchell, E. F. Pratt u.R.J. Williams, 
J. Amer. Chem. Soe. 61, 1421 (1939). 

3) R. J. Williams u. E. Rohrmann, Ebenda 58, 695 (1936). 

*) In letzter Zeit wird von den amerikanischen Autoren zum Pantothen- 
siiuretest ein Milchsiurebakterium Thermobact. helv. (Orla-Jensen) heran- 
gezogen. D. Pennington, E. E. Snell u. R. J. Williams, J. of Biol. 
Chem. 135, 213 (1940). 
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fahigkeit und AtmungsgréBe, sowie das Vermégen, Glykogen zy 
speichern, stark ab®®), 

Hiermit war also gezeigt worden, daB die Hefe G. M. die 
Fahigkeit besitzt, im Verlauf ihres Wachstums Pantothensiiure 
aus §-Alanin zu synthetisieren. Das andere Teilstiick des Pantothen. 
siuremolekiils, das’ die verwendete Hefe offenbar selbst herstelley 
kann, war damals noch nicht bekannt. Es wurde erst vor kurzer 
Zeit von den amerikanischen Autoren als optisch aktive «, y-Dioxy- 
2, B-dimethyl-buttersiure erkannt*). Sie erhielten namlich nach 
Hydrolyse von Pantothensiurekonzentraten mit Alkalilauge oder 
Mineralsiure das linksdrehende Lacton dieser Siure (II), welches 
in seiner racemischen Form bereits im Jahre 1904 von E. Glaser 
synthetisiert worden war®), 

Die Synthese der Pantothensiiure aus den Bruchstiicken 
gelingt, wenn man das Na-Salz von #-Alanin auf (—)-a-Oxy- 
8, 8-dimethyl-y-butyrolacton in wiBriger oder alkoholischer Lésung 
einwirken laBt*?°1!), Dabei liegt der p,,-Wert der Lésung bei 
etwa 10—11. Na-Salz und Lacton kénnen auch in trockenem 
Zustand zur Reaktion gebracht werden. 


H OH 
Nat -“OOC—CH,—CH,—NH, + 0C~ + ~c<GHs 
I | 3 
— 
oo 
OH 
> Nat~0OC—CH,—CH,—NH—CO—C—C(CH,),—-CH, 0H 
H 


Die erwahnten Heferassen, die an Stelle von Pantothensiiure 
f-Alanin als Wuchsstoff verwerten kénnen, sind anscheinend in 
der Lage dieselbe Synthese durchzufiihren. Zu diesen Hefen 
gehért auch die obergirige Brennereihefe ,,Rasse M“ (aus dem 
Institut fiir Garungsgewerbe, Berlin), an deren Wachstum K dg] 


*) R. I.Williams, W. A. Mosher u. E. Rohrmann, Biochemie. J. 30, 
2036 (1936). 

°*) E. F. Pratt u. R. J. Williams, J. gen. Physiol. 22, 637 (1939). 

’) E. T. Stiller, J. C. Keresztesy u. J. Finkelstein, J. Amer. 
Chem. Soe. 62, 1779 (1940). 

*) E. Glaser, Mh. Chem. 25, 46 (1904). 

*) S$. H. Babcoek u. T.H. Jukes, J. Amer. Chem. Soe. 62, 1628 (1940). 

1”) M. Gatzi-Fichter, H. Reich u. T. Reichstein, Helvet. chim. 
Acta 24, 185 (1941). 

11) R. J. Williams, H. K. Mitchell, H. J. Weinstock u. E. E. Snell, 
J. Amer. Chem. Soc. 62, 1784 (1940). 
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‘die Anreicherung des Biotins ausgetestet hatte’’) Es wurde 
nun versucht zu zeigen, daB Hefe M einen Mechanismus enthilt, 
‘der bei physiologischem p, die Vereinigung des Lactons II mit 
'2.Alanin zu Pantothensiure vollzieht. 


Die Pantothensaiurebestimmungen !*1*) wurden mit dem Milch- 


‘siurebakterium Streptobacterium plantarum ([Orla-Jensen] aus- 
gefiihrt, das nicht in der Lage ist f#-Alanin an Stelle von 
| Pantothensiure*) als Wuchsstoff zu verwerten?). Zur Freilegung 
‘der Ps aus der Zelle wurde die Hefe mit fliissigem Stickstoff ein- 
vefroren und aufgetaut, wobei die Zellwinde die Inhaltsstoffe aus- 
I treten lassen}®17), Nach dem Auftauen erhilt man einen diinnen 
'Prei aus Zelltriimmern und Gefriersaft. Dieser wurde mit der 
' 3fachen Menge Alkohol einige Minuten im Wasserbad zum Sieden 
f erhitzt, abzentrifugiert, und die klare Liésung im Vakuum von 
' Alkohol befreit. Zur Ps-Bestimmung in der Hefe wurde dieses 
' Verfahren stets angewandt und anschlieBend wurde mit Wasser 


verdiinnt, so daB die erwartete Ps-Konzentration innerhalb des 


| MeBbereiches des Testes lag. 


Im folgenden wird der Ps-Gehalt in Prozenten des Gehalts 


‘der normalen Hefe M an diesem Wuchsstoff angegeben, der zu 
'6—10y in 1g Hefe bestimmt wurde. 


Beispiel: Eine Lésung, die einer Menge von 22,0 mg Frischhefe 
1 cem entsprach, gab im Streptobakterium-Test folgende Triibungswerte: 


0,1 0,2 0,4 0,8 1,6 ¢em 


270 395 O40 680 655 


Die optimale Ps-Menge war also in 0,8 ecm = 17,5 mg Hefe enthalten. Da 


_ die Ansitze ein Gesamtvolumen von 6,0cem haben, enthalten 17,5:6=2,9mg 


Hefe 1 SbE = 0,027 Ps. Daher enthielt 1 g Hefe 6,97 Ps. 


Wir setzen 8y/1g Hefe=100°/,. Der wahre Wert diirfte 
wohl etwas héher liegen, da bei der Extraktion der Ps aus dem 


*) Fiir Pantothensiiure wird im folgenden immer die Abkiirzung Ps 
gebraucht. 

2) F. Kégl u. B. Ténnis, Diese Z. 242, 43 (1936). 

8) E. F. Méller, Z. angew. Chem. 53, 204 (1940). 

4) R. Kuhn u. Th. Wieland, Ber. chem. Ges. 73, 962 (1940). 

') i. F. Méller, Diese Z. 260, 246 (1939). Das halbsynthetische Nihr- 
medium bei der Ausfiihrung des Ps-Testes mit Sbm. plant. enthielt damals 
relativ groBe Mengen §-Alanin und bewirkte ohne Zusatz von Ps iiberhaupt 
kein Bakterienwachstum. 

1) Dixon u. Atkins, Scient. Proce. R. Dublin Soc. 14 (N. 8.) Nr. 1 (1913). 
”) F. Lynen, Liebigs Ann. 540, 1 (1939). 
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Zellbrei auf das Auswaschen der Proteinniederschlage verzichtet i 
wurde. Als Substrat fiir die Versuche diente, wo nicht andex | 
vermerkt, eine Lisung, die 1°/, d, l-a-Oxy-(, #-dimethyl-y-butyro. 


lacton (im folgenden kurz als ,,Lacton“ bezeichnet) und 1°/, B-Alaniy 
in Wasser enthielt. Als Puffer wurde Phosphatpuffer verwendet, 


Alle Versuche wurden in Erlenmeyerkélbchen, die mit einen § 
Wattewickel verstopft wurden, im Thermostaten von 28° an. 


gefiihrt. 
Versuche mit intakter Hefe 








ee 
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Schiittelt man Hefe, die durch einmaliges Waschen mit Wasser 


und Zentrifugieren von Wiirze befreit ist, in Wasser oder Putte & 


mit Substrat, so laBt sich keine Zunahme der Ps in der Zell 
feststellen. In der Hefezelle wird anscheinend nur eine bestimmt. 


Menge von Ps synthetisiert. Um diese Fahigkeit nachweisen z § 


kénnen, muB man die in der Zelle vorhandene Ps entfernen. 


Auswaschversuche. 100g Hefe M wurden 3mal mit j: & 


500 ccm Wasser, anschlieBend 5mal mit Puffer vom p,, 8,0 je 
12 Stunden auf der Maschine geschiittelt. AuBerdem wurde ver. 
sucht den Ps-Gehalt durch Schiitteln mit Citrat-HCl-Puffer (p,, 3,0 
oder Glykokoll-NaOH-Puffer (p,, 10,0) herabzusetzen. Den Ps-Gehalt 
einiger Waschfliissigkeiten, sowie der gewaschenen Hefe gibt Tab. !. 


Tabelle I 
Ps-Gehalt in Prozent der normalen Hefe M 
1. Waschfliissigkeit (Wasser). . . 5°, 
2. : 10°/, 
3. “ ye we 15%, $87,594, 
5. ” (Puffer PH 8,0) 2,5 Pe | 
‘i 99 to PH 8,0) 5,0%, 
Gewaschene Hefe (8mal, 3mal Wasser, 5mal pq 8,0) 90,0°, 
a » SR ke ee we 100,0°/, 
= » SO ees a ee Sa ee 110,0°, 


Der Ps-Gehalt von Hefe M laBt sich also durch Schiitteln 
mit Waschfliissigkeiten von verschiedenem p,, nicht nennenswert 
herabsetzen. Obwohl die Waschfliissigkeiten zusammen etwa 37°), 
der Ps-Menge der Hefe enthalten, ist deren Ps-Gehalt nur un- 
wesentlich gesunken. Schon daraus darf man wohl auf eine 
synthetische Nachbildung von Ps durch ruhende, also sich nicht 
vermehrende Hefe M schlieBen, wobei die Ausgangsstoffe (Lacton, 
8-Alanin) irgendwie undialysierbar in der Zelle gespeichert sein 

































Uber eine biologische Synthese der Pantothensiure 931 


i miissen und nach Bedarf fiir die Synthese zur Verfiigung gestellt 


werden. 

Auch 120stiindiges Dialysieren der Hefesuspension im Cello- 
phanschlauch gegen 25° warmes, flieBendes Wasser unter dauernder 
intensiver Bewegung fiihrt zu keiner Verminderung des Ps-Ge- 


halts. Die Synthese scheint auch hierbei dem AbfluB von Ps 


nach auBen die Waage zu halten. Man muB deshalb dafiir 
sorgen, daB die Ps schneller verschwindet, als sie in der Zelle 
nachgebildet wird. 

Sprudeldialyse. Das gelingt durch Anwendung einer 
Dialysiermethode, die wir Sprudeldialyse genannt haben. Dabei 





! Uy t ' 


100% 4 


Verarmung von Hefe M 
an Ps bei der Sprudeldialyse 


50% 


15% 
125% 

















befindet sich die Hefesuspension in einem lotrecht aufgehingten 
Cellophanschlauch, der unten durch eine Glasfrittenplatte (Schott 
u. Gen. Nr. 3) verschlossen ist. Die Vorrichtung ist durch einen 
axial gefiihrten Glasstab stabilisiert und hingt in der Aufen- 
flissigkeit, die von Zeit zu Zeit erneuert wird (Fig. 2). 

Wird Hefe M in diesem Apparat unter Durchsprudeln von 
Sauerstoff gegen m/15-Phosphatpuffer (p,, 8,0) 140 Stunden unter 
Wechsel der AuBenfliissigkeit nach je 12 Stunden dialysiert, so 
nimmt der Ps-Gehalt auf 15°/, ab, weiteres 100stiindiges Dialy- 
sieren senkt ihn weiter auf 12,5°/,. 


Man kann vielleicht annehmen, daB bei diesem ProzeB die Ps verbrannt 
und dadurch schneller entfernt wird, obwohl dafiir auBer diesem Versuch 
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keine Anhaltspunkte vorliegen. Versuche mit Stickstoff an Stelle von Sauer. 
etoff wurden noch nicht ausgefiibrt. 

Wurde eine so behandelte Hefe vom Ps-Gehalt 12,5%) 
24 Stunden in Puffer (p,, 5,5), der je 200 mg-°/, der Substrat- 
komponenten enthielt, bei 28° geschiittelt, so stieg der Ps-Gehalt 
auf 50°/, an, wihrend er in einem gleichen Ansatz ohne Substrat 
unveriindert blieb. Nach 2 wochenlangem Stehen bei 5° unter Toluol 
war jedoch mit und ohne Substrat der Ausgangswert von 100°) 
wieder erreicht. Dann hatte die langsamere Synthese aus zell- 
eigenen Bausteinen die Zelle wieder mit Ps aufgefiillt. 
















Versuche mit geschadigten Zellen 


Nachdem durch die eben geschilderten Versuche gezeigt war, 
daB Hefe M einen Mechanismus enthalt, mit dessen Hilfe Ps 
aus den Spaltstiicken synthetisiert wird, wurde versucht, diese 
Wirkung auch am toten Material zu zeigen. Zu diesem Zweck 
wurde die Hefe nach der Vorschrift von F. Lynen?’) mit fliissigem 
Stickstoff eingefroren. Lynen konnte zeigen, da8 beim Kinfrieren und 
Wiederauftauen von Hefe die Fermente der Girung und Atmung 
nicht geschidigt werden. Es war daher zu erwarten, daB auch 
die Fahigkeit zur Ps-Synthese bei diesem Eingriff erhalten bleibt. 

50 g Hefe M wurden in kleinen Anteilen in fliissigen Stick- 
stoff eingetragen, */, Stunde darin belassen und dann bei Zimmer- 
temperatur aufgetaut. Der diinne Brei wurde abermals eingefrorez, 
aufgetaut mit demselben Volumen Puffer (p,,8) verdiinnt und 
50 Stunden mit Toluol unter Durchsprudeln von Luft bei Zimmer- 
temperatur gegen m/15-Puffer (p, 8), anschlieBend 20 Stunden 
gegen Wasser dialysiert. Ein solches Priparat enthalt praktisch 
keine Ps mehr. Schiittelt man es nun bei p, 5,5 24 Stunden 
bei 28° ohne Substrat, so steigt der Ps-Gehalt auf 50°/, an, 
wihrend unter gleichen Verhiltnissen mit Substrat (Gesamt- 
konzentration = 20 mg-°/, an bei den Komponenten) mindestens 
100°/, der in der entsprechenden Menge Normalhefe vorhandenen 
Ps-Menge gebildet werden. 

Ks zeigt sich also auch hier, daf& in der Hefe die Ausgangs- 
materialien fiir die Ps-Synthese zur Verfiigung stehen oder gebildet 
werden kénnen. Bei der Sprudeldialyse und beim Schiitteln im 
Thermostaten laufen autolytische Vorgiinge ab!%), die diese Stoffe 
aus ihrem Verband (Proteid?) freisetzen, wodurch die beobachtete 























'*) Vgl. W. Franke u. B. Banerjee, Biochem. Z. 305, 57 (1940). 
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| Kigensynthese von Ps unter der Wirkung des Ps-synthetisierenden 
| Mechanismus erklirt werden kann. Werden die Ps-Komponenten 
' aber in freiem Zustand angeboten, so kommt eine raschere Ps-Syn- 
| these zustande. 


Um die Eigensynthese ganz auszuschalten, miissen die auto- 
lytischen Vorgiinge beschleunigt werden, so daB der Vorrat an den 
Ps-Komponenten verbraucht wird und, bei gleichzeitiger Dialyse, 


1 co 


1 






































Sprudeldialyse 


Fig. 2 


die Ps ins AuBenwasser abwandert. Das erreicht man dadurch, 
da8 man die Sprudeldialyse bei héherer Temperatur (30°) und 
lingere Zeit ausfiihrt. Nach 120stiindigem Dialysieren gegen 
Pufferlésung (m/15-Phosphat p,, 8) erhilt man ein Praparat, das 
in 24 Stunden keine Ps mehr nachsynthetisiert. Mit diesem 
Priiparat wurden die folgenden Versuche ausgefiihrt. Ks synthe- 
tisierte bei p, 6 in 24 Stunden 37°/, Ps, wihrend ohne Priparat 
unter gleichen Bedingungen aus dem Substrat héchstens */,,, 
dieser Menge entstand. Selbst bei p,, 8 bildete sich ohne Priaparat 
nur so wenig Ps, daB deren Menge vernachlissigt werden darf. 
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EKigenschaften des Hefepraparates. Das durch Sprudel. 
dialyse bei 30° gewonnene Priparat verliert bei '/, stiindigem 
Erhitzen auf 80° vollkommen die Fahigkeit zur Ps-Synthese aus 
den Komponenten. Nach 10tigigem Stehen der Suspension in 
Wasser bei 5° waren etwa 30°/, der Wirksamkeit verschwunden, 
Kin im Exsiccator tiber P,O, zur Trockne gebrachtes Priparat 
zeigte nach 2 Tagen noch volle Wirksamkeit. Versuche, das etwa 
vorhandene Enzym in Lésung zu bringen, haben bisher noch keinen 
befriedigenden Erfolg gehabt. Eine durch hochtouriges Zentri- 
fugieren zellfrei gewonnene Lésung synthetisierte in 24 Stunden 
nur 15°/, Ps. Deshalb wurden alle Versuche mit der Zelltriimmer- 
suspension ausgefiihrt. 


Tabelle II 
Pp-Abhingigkeit der Ps-Synthese 
2 cem Suspension (entspricht 750 mg Frischhefe M) 
Substrat: 1°/,ige Lésung von d,l-Lacton + #-Alanin in Wasser, 
Puffer: m/15-Phosphat; Reaktionsdauer: 24 Stunden, 28° 


Synthese: Ps-Gehalt, ausgedriickt in °/, der in der entsprechenden 
Menge normaler Hefe M vorhandenen Menge 





Suspension Substrat Puffer Synthese 
2,0 eem 0,1 eem 3,0 cem (py, 4,0) 15°, 
2,0 eem 0,1 eem 3,0 cem (py, 6,0) 37°, 
2,0 cem 0,1 eem 3,0 cem (py, 8,0) 74%, 
2,0 eem 0,1 cem 3,0 ecem (py 9,0) 10°, 


Tabelle III 


Hemmung der Ps-Synthese. Ansiitze wie in Tab. II pg 6,0 











Suspension | Substrat | zuges. Verb. | Synthese _ 
2,0 ecm 0,1 cem — 37 °/4 
2,0 ecm 0,1 cem Cyanid (m/500) 20/5 
2,0 cem 0,1 ecm Octylalkohol (ges.) 5°, 
2,0 eem 0,1 eem Toluol (ges.) 10°/, 


Es war von Interesse zu sehen, ob unsere Priparate nicht 
nur eine Synthese, sondern auch die gegenliufige Spaltung von Ps 
bewirken. Zu diesem Zweck wurde in einem iiblichen Ansatz an 
Stelle von Lacton + f-Alanin rechtsdrehende Ps in einer Kon- 
zentration von 20 mg-°/, zugegeben. Nach 24stiindigem Schiitteln 

. konnte keine Abnahme der Ps-Konzentration festgestellt werden. 
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Zusammenfassung 


Es konnte gezeigt werden, daB ruhende und durch Einfrieren 
in fliissigem Stickstoff weitgehend geschidigte Hefe der Rasse M 
die Fihigkeit besitzt Pantothensiure aus a-Oxy-f, #-dimethyl- 
y-butyrolacton und #-Alanin zu synthetisieren. Diese Fahigkeit 
kann nur nachgewiesen werden, wenn man die Hefe durch drastische 
Methoden (Sprudeldialyse) sehr weitgehend an Pantothensidure ver- 
amt. Kin auf diese Weise dargestelltes Priiparat wird durch 


)) stiindiges Erhitzen auf 80° vollkommen inaktiviert, weist ein 


deutliches p,-Optimum der Wirksamkeit bei p,~8 auf und wird 
durch verschiedene Mittel mehr oder weniger gehemmt. Eine 
biologische Spaltung der Pantothensiure konnte mit diesem Priaparat 
bisher nicht beobachtet werden. 
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Das Verhalten von $-Aminosduren im Tierkérper 


Von 






Konrad Lang und Franz Adickes 









(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Militiériirztlichen Akademie in Berlin 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Juni 1941) 





Von den £-Aminosiuren ist bisher nur das §-Alanin als Be. 
standteil von Naturstoffen z.B. des Carnosins und der Panthotensiiure 
aufgefunden worden. Wie Abderhalden und Schittenhelm' 
nachgewiesen haben, wird das §-Alanin vom Kérper verwertei 
und zu Harnstoff abgebaut. Uber das Schicksal der homologer 
f-Aminosiuren im Tierkérper war bisher nichts bekannt. In 
Zusammenhang mit der Frage nach dem Abbau von in #-Stellung 
substituierten Siiuren mit lingeren, unverzweigten Kohlenstof- 
atomketten haben wir einige #-Aminosduren dargestellt und 
ihr Verhalten im Stoffwechsel gepriift. Zur Untersuchung ge. 
langten d,l-$-Amino-n-valeriansiiure, d,1--Amino-n-capronsiiure, 
d,l-6-Amino-n-octansiiure und d,l-f-Amino-n-decansiure. Von 
diesen #-Aminosiuren waren die beiden letzten bisher noch u- 
bekannt, von der §-Amino-n-octanséure war von J. Décombe- 
lediglich der Athylester beschrieben worden. 

Die Darstellung der Saiuren erfolgte nach dem von H. D. Dakin’ 
zur Synthese der #-Aminovaleriansdure beniitzten Prinzip der An- 
lagerung von Ammoniak an die entsprechenden «, f-ungesiittigten 
Saiuren. Zur Isolierung der f-Aminosiuren aus dem Harn er- 
wiesen sich die aus ihnen leicht erhiltlichen 4-Dihydrouracile (! 
als besonders geeignet. Die Darstellung derselben erfolgt analog 
derjenigen der R—_CH-——CH,-—-CO 

(I) | | 

























NH—CO——NH 
Hydantoine der «-Aminosiiuren durch Kochen der §-Aminosiuret 


mit Harnstoff und nachfolgender Behandlung des Kondensations- 
produktes mit Siure. | 


'!) Diese Z. 51, 323 (1907). * C.r. Acad. Sei. 190, 268 (1930) 
5) J. of Biol. Chem. 99, 531 (1933). 



























Berlin 


ls Be. 
nsiure 
elm! 
wertet 
plogen 
In 
ellung 
astofi- 
und 

5 «Re 
siiure. 


Von 
1 un- 
nbhe- 


kin? 
r An- 
sigten 
ner: 
ile (J 


nalog 





Das Verhalten yon 6-Aminosiuren im Tierkérper 937 


Je 1g #-Aminovaleriansiure, #-Aminocapronsiure und 
g-Aminooctansiure wurde in Wasser gelést Kaninchen subcutan 
injiziert. Die P-Aminodecansiure konnte wegen ihrer zu schlechten 
Léslichkeit nicht injiziert werden, sie wurde daher mit Hilfe des 
Magenschlauchs verfiittert. Die Bestimmung der Amino-N Aus- 
scheidung (gasometrisch nach van Slyke) im Harn vor und nach 
Verabreichung der f-Aminosiiuren ergab, daB dieselben innerhalb 
24 Stunden quantitativ wieder ausgeschieden werden (Tab. 1). In 
Vorversuchen war festgestellt worden, daB sich die @-Aminosiuren 
mit Hilfe der van Slykeschen Methode bestimmen lassen (Tab. 2). 
DaB die Vermehrung der Amino-N Ausscheidung im Harn tat- 
sichlich durch die Gegenwart der #-Aminosiuren bedingt war, 
wurde durch die Isolierung joules in Form ihrer 4- Dihydro- 
uracile bewiesen. Die #-Aminodecansiure wurde auf Grund ihrer 
Schwerléslichkeit als solche und nicht als Dihydrouracil aus dem 


Harn erhalten. 
Tabelle 1 


Vermehrung der Amino-N-Ausscheidung im Harn 
nach Injektion bzw. Verfiitterung von je 1g #-Aminosiure an Kaninchen 














- Mehrausscheidung von Amino-N in mg 
Saure __im 24 Stunden-Harn  _ 
Vv ‘ersuch 1 | Versuch 2 | Theorie 
4,1: LB. pare n-valeriansiture. . . 15 100 | 120 
d,l-6-Amino-n-capronsiure .. . 124 | 108 | 107 
d,l-6-Amino-n-octansiiure . . . . 79 | 81 | 88 
d,1-; o-Amino-n-decansiiure. . . . — 75 77 





Tabelle 2 
Bestimmbarkeit der §-Aminosiuren nach van Slyke (manometrisch). 
Zur Bestimmung wurde je 1 cem m/100-Siiure = 0,14 mg Amino-N verwendet 


























mg-Amino-N 
Siure en : 
gefunden | berechnet _ 
)-ivaimecnveladeaiadinin ee ge ee 0,121 | 0,140 
?Amino-n-capronsiure . ace tae gal 0,144 0,140 
§-Amino-n-octansiiure. ....-.-. 0,146 | 0,140 
3-Amino-n-decansiure ........ 0,138 | 0,140 


Experimenteller Teil 
1. Darstellung der §-Aminosduren. Bei der Ubertragung der von 
Dakin zur Synthese der §-Aminovaleriansiure beniitzten Anlagerung von 
Ammoniak an die entsprechenden a, f-ungesittigten Siuren bei 125—135° 
in bei 5° mit Ammoniak gesiittigter wiBriger Lisung zeigte es sich, daB 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 269 16 
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man auch ohne die von Dakin angewendete umstindliche Reinigung iihe, 
die Ester zu den reinen Siuren kommen kann. Geht man nimlich von de, 
reinen ungesittigten Siiuren, die wir nach Schjanberg'’) darstellten, ay; 
und beniitzt statt des von Dakin angewendeten Stahlrohrs mit Schraub. 
verschlufkappe innen versilberte Kupferrohre mit Schraubkappe und Ble. 
dichtung, so krystallisieren die §-Aminesiiuren beim Stehen im Eisschrank 
sehr gut aus dem Alkohol, in dem man den sirupésen Riickstand nach dey 
Eindampfen des Réhreninhalts aufnimmt. Wegen starken Schiiumens dampft 
man bei den héheren Siuren statt im Vakuum in Schalen auf dem Wasser. 
bad ein, wobei man sie schon zum Teil krystallisiert erhalt. Zur weiterey 
Auskrystallisation wird zu der warmen Mutterlauge Ather zugesetzt. 


6-Amino-n-capronsiure. Sie war bisher nur als Oxydationsprodukt 


unter Zers. Nach Sublimation Schmelzp. 191—192°. 
5,214 mg Subst.: 10,490 mg CO,, 4,650 mg H,O. — 2,953 mg Subst.: 
0,288 ceem N (27,5°, 751 mm). 
C,H,,0.N Ber. C 54,91 H 9,99 N 10,68 
Gef. ,, 54,90 » 9,98 » 10,94. 
é-Amino-n-octansiiure. Aus Alkohol unter Atherzusatz Schmelz 
punkt 204—206° (korr.) unter Zers. 
4,607 mg Subst.: 10,200 mg CO,, 4,420 mg H,O. — 3,115 mg Subst.: 
0,235 mg N (24,5°, 750 mm). 
C,H,,0.N Ber. C 60,32 H 10,62 N 8,80 
Gef. ,, 60,40 », 10,74 » 9,06. 
6-Amino-n-decansidure. Aus Alkohol unter Atherzusatz Schmel 
punkt 202—-204° (korr.) unter Zers. Nach Sublimation Schmelzp. 205—206°. 
5,309 mg Subst.: 12,490 mg CO,, 5,290 mg H,O. — 3,337 mg Subst.; 
0,216 cem N (20°, 764 mm), 
C, .H,,0.N Ber. C 64,11 H 11,31 N 7,48 
Gef. ,, 64,18 » ae » 2,08. 


2. Darstellung der 4-Dihydrouracile. Je 1 g der -Aminosiuren 
wurde mit 8g Harnstoff und 15 ccm Wasser 10 Stunden am 
RiickfluBkiihler gekocht. Dabei wurde zur Entfernung des sich 
bildenden Ammoniaks Stickstoff durch die siedende Mischung ge- 
leitet. Zuletzt wurden 15 ccm Salzsiure (1:1 verdiinnt) zugegeben 
und weitere 20 Minuten gekocht. Beim Abkiihlen schieden sich 
die Uracile aus. Sie wurden aus Wasser umkrystallisiert. Bei 
der Herstellung des Uracils aus der #-Aminodecansiure mubte 
wegen der Schwerléslichkeit dieser Siure mehr Wasser genommet 
werden. Beim Kochen schiumte die Lésung sehr stark. 


') Ber. chem. Ges. 70, 2385 (1937). 
*) Ber. chem. Ges. 66, 591 (1933). 
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4-Athyldihydrouracil. Aus Wasser Schmelzp. 200—202° (unkorr.). 
5,206 mg Subst.: 9,725 mg CO,, 3,270 mg H,O. — 3,060 mg Subst.: 


©0518 cem N (21°, 762 mm). 


CHO, Ber. C 50,67 H 7,09 N 19,71 
Gef. ,, 51,01 5, 0,04 ««: -eeee. 


4-Propyldihydrouracil. Aus Wasser Schmelzp. 215—220° (unkorr.). 
4,856 mg Subst.: 9,595 mg CO,, 3,410 mg H,O. — 3,102 mg Subst.: 


0.489 eem N (22°, 758 mm). 


1H,.O.N. Ber. © 53,77 H7,75 WN 17,95 
Gef. ,, 53,90 , 7,86 ,, 18,19. 


1-n-Amyldihydrouracil. Aus Wasser Schmelzp. 182—184° (unkorr.). 
5,047 mg Subst.: 10,910 mg CO,, 3,950 mg H,O. — 2,756 mg Subst.: 
0.371ceem N (25°, 761 mm). 
C,H, ,O.N, Ber. C 58,65 H 8,76 N 15,22 
| Gef. ,, 58,98 » 60 » 15,44. 


4-n-Heptyldihydrouracil. Aus Wasser Schmelzp. 181—183° (unkorr.). 
5,126 mg Subst.: 11,735 mg CO,, 4,340 mg H,O. — 2,925 mg Subst.: 
0,323 cem N (21°, 761 mm). 


C,,H.,0,N, Ber. C 6221 H9,50 N 13,20 
Gef. ,, 62,45 ,, 948 ,, 12,83. 


3. Isolierung der s-Aminosaduren als 4-Dihydrouracile aus dem 
Harn. Die nach der Injektion der §-Aminosiiuren gelassene 24 Stunden- 
Harnmenge wurde in der Hitze mit 20 ccm kiuflichem, kolloidalem Eisen- 
hydroxyd versetzt. Nach dem Abkiihlen wurde von dem voluminésen Nieder- 
schlag abgesaugt und das Filtrat im Vakuum auf etwa 20 cem eingeengt. 
Dann wurde die konzentrierte Lésung 12—16 Stunden unter Durchleiten 
von Stickstoff am RiickfluBkiihler gekocht, mit 20 cem Salzsiiure (1:1 ver- 
diinnt) versetzt und weitere 20 Minuten gekocht. Beim Kiihlen in Eiswasser 
krystallisierte das 4-Amyldihydrouracil aus. Die leichter léslichen Athyl- 
und Propyldihydrouracile wurden durch Ausithern gewonnen. Zuletzt 
wurden sie aus Wasser unter Hilfe von etwas Tierkohle umkrystallisiert. 


4-Athyldihydrouracil aus Harn isoliert Schmelzp. 198—201° (unkorr.), 
Mischschmelzpunkt mit reinem 198—201°. 
5,202 mg Subst.: 9,705 mg CO,, 3,290 mg H,O. — 3,068 mg Subst.: 
0,527 cem N (25,5°% 754 mm). 
CH. ON, Ber. C 50,67 H 7,09 N 19,71 
Gef. ,, 50,90 « eee » 19,50. 
4-Propyldihydrouracil aus Harn isoliert. Schmelzp. 215—220° (unkorr.), 
Mischschmelzpunkt mit reinem 215—220°. 
5,025 mg Subst.: 9,935 mg CO,, 3,460 mg H,O. — 2,925 mg Subst.: 
U,445 eem N (22,5°, 758 mm). 
C,H,,O.N, Ber. C 53,77 H 7,75 N 17,95 
Gef. ,, 53,94 “~ ae os Lape. 
16* 
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4-n-Amyldihydrouracil aus Harn isoliert Schmelzp. 181—183° (unkor) F 


Mischschmelzpunkt mit reinem 18]—183°. 


4,734 mg Subst.: 10,220 mg CO,, 3,740 mg H,O. — 2,970 mg Subst: & 


0,397 cem N (20,5°, 762 mm). 


C,H,,0O.N, Ber. C5865 H876 N 15,22 
Gef. ,, 59,10 ,, 887  ,, 15,59. 


4. Isolierung der ¢-Aminodecanséure aus dem Harn. Der Han 
wurde wie oben beschrieben behandelt. Beim Einengen schied sich di: J 
Aminodecansiure aus. Sie wurde durch mehrmaliges Umkrystallisieren ay; & 


Wasser gereinigt. Schmelzp. 206° (unkorr.). 


5,450 mg Subst.: 12,780 mg CO,, 5,420 mg H,O. — 3,202 mg Subst: & 


0,197 cem N (23°, 759 mm). 


C,oH:,0,N Ber. C 64,11 H11,31 N 7,48 
Gef. ,, 63,98  ,, 11,13 ,, 7,08. 


Zusammenfassung 


6-Amino-n-valeriansiure, §-Amino-n-capronsiure, #-Amino- § 
n-octansiure und #-Amino-n-decansiiure werden vom K6rper nicht 
angegriffen, sondern unyerindert mit dem Harn ausgeschieden § 








Berichtigung 
zur Arbeit H. Herken und H. Erxleben 
Diese Z. 269, S. 47: 


auf §. 48, Zeile 31 lies Heyde statt Heide. 
», 52, 1. Zeile unter Tab. IV lies 0,04 mol. statt 0,4 mol. 
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Die synthetische Darstellung von Acetalphosphatiden 


Von 


Th. Bersin z. Z. im Felde, H. G. Moldtmann, H. Nafziger, B. Marchand 
und W. Leopold 


Mit 1 Figur im Text 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Marburg a. d. Lahn) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Juni 1941) 


Im Jahre 1924 beobachteten R. Feulgen und Rossenbeck}) 
bei der Ausarbeitung der Nuclealfarbung im Protoplasma der 


ellen, daB unter gewissen Bedingungen zahlreiche tierische Zellen 
' mit dem Schiffschen Reagens gefirbt wurden. Sie konnten histo- 
| chemisch nachweisen, da& derartige Farbungen von lipoiden 
| Aldehyden hervorgerufen wurden. 


Feulgen und Voit?) zeigten, daB diese Aldehyde — Plas- 
mal — niemals frei vorkommen, sondern stets an eine Komponente 
gebunden sind — Plasmalogen. 

Feulgen, Imhauser und Behrens*) verwendeten fiir die 
Isolierung des Plasmalogens durch Alkohol aus Pferdefleisch 
extrahierte Lipoidgemische, die das Plasmalogen stets in der Phos- 
phatidfraktion enthielten. Es wurden zwei K6rper isoliert, die 
sich chemisch voneinander unterschieden: eine acetonlésliche Sub- 
stanz, die sich wie eine Sdure verhielt, in starken Alkalien léslich 
war und mit Li’-Ionen eine Fallung als Li-Salz bildete, sie wurde 
Plasmalogensdure genannt; ferner eine acetonunlésliche Sub- 
stanz, das Plasmalogen, das einen 4uBerst schwach sauren Charakter 
besaB. Das Verhaltnis des acetonunléslichen Plasmalogens zur 
acetonléslichen Plasmalogensiure ist abhangig von der Starke der 
alkalischen Hydrolyse. 

Die Analyse dieser beiden Plasmalogenkérper, die von Bersin 
und Feulgen*) durchgefiihrt wurde, ergab, da8 es sich um 


1) Diese Z. 135, 230 (1924). 
*) Pfliigers Arch. 206, 389 (1924). 
3) Diese Z. 180, 161 (1929). 
4) Diese Z. 260, 218 (1939). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 269 






































PS ARE OO NEN Tn LB CSEBEIN Re a 





949, Bersin, Moldtmann, Nafziger, Marchand und Leopold, 


cyclische Acetale des Glycerinphosphorsaureesters orga. 
nischer Basen — Colamin — handelt. Bei der Ermittlung de 
Konstitution des rein dargestellten Plasmalogens wurde die Frage 
aufgeworfen, ob nicht auch Cholin als stickstoffhaltige Base nebey 
Colamin im Plasmalogen als Baustein vorkomme. In den Frak. 
tionen konnte bisher noch kein Cholin aufgefunden werden. Jedoch 
spricht diese ‘Tatsache nicht dafiir, daB das Cholin in den Acetal- 
phosphatiden fehlt; denn es ware denkbar, da8 diese Base bei der 
Verseifung von Esterphosphatiden leichter abspringt als Colamin. 
Diese nach alkalischer Hydrolyse der begleitenden Phosphatide 
erhaltenen Plasmalogene brauchen nach der Ansicht von Bersin 
und Feulgen‘) nicht im freien Zustande vorzuliegen. Es ware 
denkbar, da8 in der Aminogruppe des Colamins wie auch in der 
dritten noch freien Séurevalenz der Phosphorsaiure Méglichkeiter 
zur Bildung von Komplexen gegeben sind. Danach miiBte man in 
den Acetalphosphatiden sekundére Spaltprodukte von Ké6rpem 
héherer Ordnung sehen. 


In diesem Zusammenhang sei auf die chemische Zusammen- 
setzung der tumorerzeugenden Fraktion des Rous-Sarkoms hin- 
gewiesen. A. Claude®) untersuchte die Extrakte von normalen 
und Tumorgeweben. Durch fraktioniertes Ultrazentrifugieren er- 


hielt er aus beiden Stoffe von ahnlicher chemischer Zusammen- F 
setzung. Bei Dunkelfeldbeleuchtung erschienen diese als Granula § 


von gleicher GréBe. Die gereinigten Lésungen zeigen bei einem 
pu =7 opalisierende Eigenschaften; bei pa =11 und mehr ist 
diese Erscheinung schwacher. Eine Abscheidung dieser Stoffe aus 
neutraler Lésung durch Erhitzen oder aus 80°/,igem Alkohol er- 
folgt nicht. Die Granula bestehen aus einem Lipoid und aus einem 
EiweiSk6rper. Der Lipoidanteil zeigt Aldehydreaktion. Aus den 
Ergebnissen ist zu schlieBen, da8 diese Stoffe die Zusammensetzung 
eines Phospholipoidribonucleoproteinkomplexes haben. 


Aldehyde in der Natur 


Nachdem Feulgen und Voit®) in den tierischen Geweben von 
den Protisten durch das ganze Tierreich hindurch bis zum Menschen 
die Acetalphosphatide nachgewiesen hatten, wurde die Frage wich- 
tig, ob in den Pflanzen derartige Verbindungen ebenfalls aufzu- 
finden seien. | 


5) Science 91, 77 (1940). 
°) Pfliigers Arch. 206, 389 (1924). 
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- den Schalen von Citrusfriichten den Acetaldehyd aus. 


Die synthetische Darstellung von Acetalphosphatiden 243 
I. B. Biale und F. T. Weiss”) trieben mit Wasserdampf aus 


I. Kasuya®) isolierte aus menschlichen Tuberkelbazillen 


. den B-Oxybutyraldehyd. Er verwendete das acetonlésliche 
- Fettsubstrat dieser Bazillen. 


S. Sabetay®) und L.Traband behandelten Bliiten von 
Acacia dealbata mit dem Reagens von Girard und Sandu- 


' Jesen. Hierbei konnten sie geringe Mengen eines nach cassie- und 
- anisaldehydartig riechenden Korpers feststellen, mit Bisulfit- 


lésung jedoch gréBere Mengen an Palmitinaldehyd isolieren, 


der den Bliiten einen orangeartigen Geruch erteilt. P. F.Milo- 


vidov?®) fand, daB die Zellwinde von Selaginella, Lygodium 
und Lycopodium auch ohne Hydrolyse mit dem Schiffschen 
Reagens violette Farbung der Aldehydreaktion gaben. 

M. G. Igolen!) wies im Orangeblaitterél Benzaldehyd 
und Laurinaldehyd nach. Benzaldehyd wurde weiterhin nach 
den Untersuchungen von E. K. Nelson und A. L. Curl?) im Saft 
von Montmorencykirschen nachgewiesen, deren Geruch durch 
die Gegenwart dieses Aldehyds hervorgerufen wird. 

R. G. Cooke, A. K. Macbeth und T. B. Swanson?*) fanden 
in Eucalyptus6l das Phellandral (4-Isopropyl-1-cyclo- 
hexen-1l-aldehyd). 

S. Takei, Y.Sakato, M.Ono und Y. Kurowa/?’) trieben 
aus grimen Blattern durch Dampfdestillation Blatteralkohole, 
Blatteraldehyde und Blatteréle aus. Der Blatteralkohol lieB sich 
mit CrO, zum Blatteraldehyd oxydieren. Nachgewiesen wurden 
beide Stoffe in Thea sinensis, Efeu (Parthenocissus), Fall- 
netz (Falsia japonica), Klee (Trifolium repens), Eiche 
(Quercus glauca), Weizen (Triticum vulgare), Robinia 
pseudacacia, Maulbeerbaum (Morus bombyeis), Rettich 
(Raphanus sativus), Eurya japonica und Pieris japonica. 

S.Takel und M. Ono!?®) wiesen in Veilchen den 2-trans-6- 
trans- Nonadienal, den sogenannten Veilchenblatteraldehyd 





7) J. Amer. Chem. Soc. 61, 635 (1939). 

*) J. Biochem. (e.; Jap.) 27, 283 (1938). 

*) Rev. Chim. ind. Monit. sci. 48, 357 (1939). 

10) Planta 31, 60 (1940). 

1) Rev. Marques, Parfums de France 17, 55 (1939). 
*2) J. Amer. Chem. Soc. 61, 667 (1939). 

'3) J. chem. Soc. [London] 1940, 808. 

14) Bull agric. chem. Soc. 14, 63 (1938). 

15) J. agric. chem. Soc. 15, 20 (1939). 
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nach. Da dieser Aldehyd einen an den Saft frischer Gurken F 


erinnernden Geruch hat, wurden auch Gurken auf diesen Alde. 


hyd hin untersucht. Sie stellten fest, daB die Gurken dieselben 
Riechstoffe enthielten wie die Veilchen. Es gelang ihnen, diesen — 
Aldehyd neben gréBeren des zugehérigen Alkohols zu isolieren, & 
Fabricius!*) wies spiter die Gegenwart des Nonadienals in § 


Veilchen nach. 


Diese hier angefiihrten Untersuchungen zeigen, daB die Alde. F 
hydreaktion sich wie ein Leitfaden durch alle Lebewesen hindurch. F 


zieht. Kine allgemeine Verbreitung der Aldehyde ist erkennbar, 


so daB sich daraus die Fragestellung nach der Entstehung der F 
Aldehyde, besonders der hochmolekularen, und ihrer physio- f 


logischen Bedeutung ergibt. 


Wihrend Verne?’) auf Grund der histochemischen Befunde F 
mit Hilfe der Feulgenschen Reaktion die Ansicht vertritt, dai § 
die Fettaldehyde Abbauprodukte ungesattigter Fettsiuren dar- F 


stellen, nehmen Bersin und Feulgen}§) an, daB die Acetal- 


phosphatide als Zwischenprodukte bei der Fettsynthese ent- 
stehen. Durch Aldolkondensation gewisser Aldehyde — z. B. F 
Acetaldehyd als Endprodukt des Kohlenhydratstoffwechsels ~— f 
kénnen aus den niederen Kérpern hochmolekulare Aldehyde ent- f 
stehen: Palmital und Stearal, die sich mit Glycerin zu Ace- f 
talen verbinden. Diese wiederum kénnten nach hydrolytischer f 
Spaltung zu Halbacetalen der Oxydation zu Esterphospha- 


tiden*) bzw. Neutralfetten unterliegen. Ferner wird diese 


Hypothese durch die Versuchsergebnisse von L. Reichel und f 


O. Schmid?) bekraftigt. Mit Hilfe von Hefepilzkulturen konnten 
sie einmal aus dem Octylaldehyd und Decylaldehyd die ent- 
sprechenden Saéuren nach 5—7 Tagen erhalten. Andererseits wur- 


den héhere ungesittigte Aldehyde durch den Pilz:zu Séuren mit 
héherer C-Atomzahl umgewandelt. Bei Zugabe von Hexadienal f 


wurden 3 Mol aneinandergereiht, mit Octatrienal gelang eine 


Verkettung von 2 Mol, mit Acetaldehyd und Crotonaldehyd — 


eine soleche von 4 Mol. Sogar eine Synthese von Glyceriden 
gelang mit Glycerin und Octatrienal. 





16) Dtsch. Parfiim-Ztg. 26, 1 (1940). 
17) C. r. Soc. Biol. 180, 1232 (1939). 
18) Diese Z. 260, 217 (1939). 
*) Schulz gelang es, durch Oxydation von Halbacetalen Ester zu er- — 
halten. Ber. Schimmel & Co. 1988, 125. 
19) Biochem. Z. 300, 274 (1939). 
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Eine besondere Bedeutung kommt vielleicht den Aldehyden 
jm Tumorenstoffwechsel zu. Verschiedene Verfasser stellten 


' fest, daB Tumoren unter dem Einflu8 von Aldehyden in ihrem 


Wachstum gehemmt oder sogar zum Stillstand gebracht werden 
konnten*®). 

Neben spezifischen Wirkungen der Aldehyde auf Tumoren 
sind auch digitalisihnliche Wirkungen bekannt”!). Tonus- 
senkend und lahmend wirken am isolierten’ Kaninchenuterus 
Zimtaldehyd, Benzaldehyd, Crotonaldehyd und Vanillin. 
Isovaleraldehyd fihrt zur Abnahme der Kontraktionen und 
Tonusanstieg [M. Alves??) |. 

Da in der Natur neben den von R. Feulgen nachgewiesenen 
acetalartig gebundenen Aldehyden besonders in Pflanzen freie 
Aldehyde vorkommen, kann geschlossen werden, da8 es ein En- 
zym gibt, das speziell Acetale spaltet bzw. synthetisiert. 
(.Neuberg und R. Ziffer2%) konnten auch eine Acetalase- 
wirkung bei der Hefe feststellen. Sie verwendeten Acetaldehyd- 
diathylacetal, das bei Gegenwart von CaCO, gespalten wurde. 
Auch Takadiastase und Emulsin sollen wirksam sein. Neben 
einer Spaltung der Acetale in Aldehyde und Restkérper kénnen 
wahrscheinlich auch die mit dem Glycerin veresterten Gruppen 
(Phosphorséure, Colaminphosphorsdure) frei werden. Bei dem Auf- 
bau und Abbau der Phosphatide kénnen sicherlich spezifische 
Phosphatasen wirksam sein. 

Derartige Phosphatasen oder Cholin- bzw. Colaminphospha- 
tasen scheinen in den Geweben bésartiger Geschwiilste besonders 
aktiviert zu sein, da nach den Untersuchungen von E. L. Out- 
house®4) der Gehalt maligner Tumoren an Colaminphosphor- 
siure sehr stark erhéht ist gegeniiber gesunden Geweben 
(Pankreas, Leber, Rinderembryonen) und _ benignen Tumoren 
(Mensch). Der Gehalt steigt auf 36 mg-°/,. Ferner konnte 
H. Fuchs?5) in der Meerschweinchenleber eine Cholinphospha- 
tase nachweisen. 





20) C. Dittmar, Z. ges. exp. Med. 107, 153 (1939); E. N. Willmer u. 
K. Wallensteiner, J. Physiol. (Brit.) 96, 166 (1939); L.C. Strong, Amer. 
Naturalist 74, 180 (1940). 
21) E. Hesse, Z. exper. Med. 107, 153 (1939). 
22) M. Alves, C. r. Soc. Biol. 1338, 120 (1940). 
*3) Enzymologia 5, 389 (1939). 
74) Biochemic. J. 31, 1459 (1937). 
*5) Z. Biol. 99, 296 (1938). 
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Vorversuche zur Darstellung des Palmital- und Stearalglycerinacetals 


Seit langem sind zahlreiche Versuche unternommen. worden, 
Cycloacetale von Polyoxyverbindungen, vor allem von Glycerin 
und seinen Derivaten, darzustellen. Von den zweckmaBigstey 
Acetalisierungsmethoden sind drei am _ hiaufigsten angewende 
worden: | 

1. Als Ausgangsprodukte wurden Alkohole und Aldehyde ge. 
wihlt, die bei Gegenwart von HCl-Gas als Katalysator oder Form. 
iminoather:-HgCl, als Wasseracceptor der Reaktion unterworfey 
wurden. | | 

2, Durch Umacetalisierung sollte die alkoholische Komponente 
eines Acetals durch eine andere ersetzt werden. 

3. Bildung eines Acetals aus Alkylenoxyd und Aldehyd. 

Alle diese Méglichkeiten wurden bei der Darstellung unserer 
Acetale erwogen. Zum 1. Verfahren ist zu sagen, daB es sich bei 
einfachen Alkoholen bewahrt, jedoch bei Verwendung von Glycerin 
Schwierigkeiten begegnet, weil die Salzsiure Nebenreaktionen ver- 
ursacht. Auch die Verwendung von Formiminoather-HgCl, als 
Wasseracceptor ist unbrauchbar, da einmal unverhaltnismaBiy 
groBe Mengen dieses Salzes verwendet werden miissen und anderer- 
seits auch die Ausbeuten sehr gering sind (wir fanden héchsten: 
2°/,). Neben reinem Glycerin wurde auch die Verwendung der 
Glycerinphosphorséure, des Dinatriumsalzes dieser Séure und 
ihres Brucinsalzes gepriift. Es stellte sich heraus, daB die 
beiden Salze viel zu basisch sind, um eine Acetalisierung zu 
erlauben, die nur in schwach saurer Lésung vor sich geht. Ein- 
geleitetes HCl-Gas in eine Suspension des Dinatriumsalzes der 
Glycerinphosphorséure in Amylacetat konnte auch keine Reak- 
tion bewirken. 

Glycerin eignet sich aber fiir das Verfahren der Umacetali- 
sierung, die in einem schwach sauren Medium verliuft. Die An- 
wesenheit eines schwach sauren Salzes geniigt schon, z. B. Ammo- 
niumchlorid. Bringt man unter diesen Bedingungen Glycerin und 
Acetaldehyddiithylacetal zusammen, dann wechseln bei geeigneten 
Bedingungen die Alkohole ihren Platz: es bildet sich Acetaldehyd- 
glycerinacetal und Athylalkohol wird frei. Bei gewdéhnlicher 
Temperatur ist die Geschwindigkeit der Reaktion sehr gering. 
Durch Erhéhung der Temperatur und kraftiges Riihren, wobel 
eine gute Durchmischung der Reaktionsteilnehmer erreicht wird, 
tritt sehr rasch unter Sinken der Siedetemperatur die gewiinschte 
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| Umacetalisierung ein. In dem MaBe, wie sich Alkohol bildet, ver- 
' schwindet die Glycerinschicht. Alkohol und iiberschiissiges Acetal 
'kdnnen abdestilliert werden, worauf im Vakuum der Wasserstrahl- 
3 pumpe das gebildete Glycerinacetal fraktioniert destilliert. wird. 
| Unter Anwendung einer groBen Fraktionierkolonne gelang es, bei 
{2mm Hg eine bei 76—77° siedende Flissigkeit abzudestillieren, 
| wihrend bei 80—82° eine andere Fraktion tiberging. Beider Darstellung 
| dieses Glycerinacetals hatten sich zwei Isomere gebildet; denn bei 
' Glycerinacetalen sind zwei Moglichkeiten der Ringbildung gegeben : 


CH, -O. CH,-O 

bey goo \ 

SH -O CHOH ie 
CH, -OH CH,0- 


Wir stellten fest, daB nach 24 Stunden die innerhalb von 


2Graden siedenden Fraktionen ihren Siedepunkt nicht mehr be- 
- saBen, sondern wesentliche Teile der anderen Fraktion enthielten. 
_ Nach 3 Wochen enthielten beide Fraktionen zu je 50°/, beide Ring- 
' systeme. Diese Umwandlung erfolgt in der Kalte; wie weit es 
| sich hier um die Wirkung irgendwelcher eingeschleppter Kata- 
_ lysatoren handelte, konnte nicht festgestellt werden. Es muBte 
' nun noch neben der Bildung dieser beiden Ringacetale die Méglich- 
| keit erwogen werden, da8 noch andere Acetale entstanden sein 
_ kénnten. Im Falle der einfachen Cycloacetalbildung kommt auf 
| 1 Mol Aldehyd 1 Mol Glycerin, daneben kénnten auch noch andere 
 Acetale gebildet sein, bei denen das Verhaltnis Aldehyd-Glycerin 
| gleich 1/, oder 3/, ist: 


OCH, 





CH,—-CH——OCH, CH,0—CH 
aah | went 
CHOH CH, HOHC CH, | 


| | 
H, i £ 
CH,OH HOH,C CHO ae, OHC 


8 
Zwischen diesen Moglichkeiten kann entschieden werden, 


' wenn mittels HCl das Acetal gespalten und der frei gewordene 
| Aldehyd mit einer eingestellten Hydroxylaminchlorhydratlésung 
| titriert wird.. Nach unseren Feststellungen entstehen neben den 
_ beiden Ringacetalen offenbar keine weiteren Acetale nach den er- 
| wihnten Bildungsméglichkeiten, auch dann nicht, wenn ein Ge- 
_ mnisch dieser beiden Acetale mit Aldehyden umgesetzt wurde. 

Auch in diesem Falle erhielten wir wieder die Ringacetale zuriick. 
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Zusammenfassend kann gesagt werden,.daB die Methode de : 








Umacetalisierung fir die Darstellung eimheitlicher Aceta). kei 


phosphatide wegen der Umlagerungsméglichkeit (5-Ring» t 
6-Ring) nicht in Frage kam. a 

Nach diesen Versuchen wurde die Synthese von cyclischy | 
Acetalen aus chlorierten Alkylenoxyden untersucht. i — 
sollten diese dann zur Umsetzung mit Salzen der Colaminpho;. 
phorsaéure gebracht werden: 








CH,O 


~, \ 
bao DOR JM CH-R 
HO” + Ag,0,POCH,CH,NH, —> CHO ~ 
| 
CH,X (H,0—P—ocH,-CH, 
AN | 


OAg O NH, 


Th. Bersin und G. Willfang%) gelang es, mit SnCl, akf 


Katalysator aus derartigen Alkylenoxyden und Aldehyden chlo. 


rierte Acetale zu erhalten. Diese konnten in fast reiem Zu § 


stand mit einer Ausbeute von 70—80°/, dargestellt werden. 
Mit Epichlorhydrin gelang die Synthese des Palmitinalde. 


hyd-chlorpropylen-acetals, das den oben beschriebenen, von f 














Th. Bersin und G. Willfang dargestellten K6rpern analog it f _ 


und ein Derivat des Palmitalglycerinacetals darstellt. An Stelle f 


der freien OH-Gruppe steht ein Chloratom, das —- wie erwogen f 
wurde — durch Verseifung abgespalten werden sollte, um somit F- 


zum gesuchten Acetal, der Vorstufe des Plasmalogens, wf 


gelangen. Es erwies sich jedoch, daB das Cl durch Laugen nu F- 


schwer abzuspalten war. Die gleiche Eigenschaft zeigte das analoge fF 
aus Epibromhydrin dargestellte Bromacetal [vg]. G. Willfang”)]. F 
Da die Darstellung des Glycerinpalmitalacetals nicht un- § 
bedingt fiir die Synthese des Plasmalogens erforderlich war, wurde f 
erwogen, das Chlor- oder Bromacetal mit dem Phosphorsaure- 
ester des Colamins umzusetzen. | 
Wir versuchten eine derartige Synthese mit dem halogenierten f 
Acetal und dem Disilbersalz der Colaminphosphorsiure. Jedoch f 
trat zwischen beiden Korpern keine Reaktion ein. Eine Umsetzung § 
erreichten wir ailerdings mit dem Silbersalz der Cholinphosphor- § 
séure und dem Butyraldehyd-chlorpropylenaceta]l*). 





26) Th. Bersin u. G. Willfang, Ber. chem. Ges. 70, 2167 (1937); 
G. Willfang, Ber. chem. Ges. 74, 145 (1941). 

*) KongreBbericht II des XVI. Intern. Physiologen-Kongr., Ziirich 1938, 
S. 105. 
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sho. 


} te ‘ hatte ebenfalls keinen Erfolg. In beiden Fallen war keine Wasser- 


'abscheidung zu beobachten. Wurde jedoch Sulfosalicylsaure 
' verwendet, konnte im Falle der beiden letzten Veresterungsver- 


hd. 
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Da alle diese Versuche zur Darstellung des Plasmalogens zu 


, Fa keinem Erfolg fuhrten, wurde ein neuer Weg eingeschlagen. 
IN e 
4 Darstellung von cyclischen Palmital- und Stearalacetalen des Glycerins 
ischey B 


Nach E. J. Salmi?’) kann die Acetal- bzw. Ketalbildung weit- 


D gehendst geférdert werden, wenn das bei der Kondensation ge- 
 pildete Wasser durch Abdestillieren in azeotroper Mischung ent- 
"fernt wird. Die Ergebnisse von E. J. Salmi sollten die Grundlage 
' fir weitere Versuche zur Darstellung des Plasmalogens bieten. 


Wir konnten mit p-Toluolsulfosaure aus Onanthol und 


Glycerin mit 82°/, Ausbeute ein Acetal darstellen. Es entsteht 
hierbei mit groBer Wahrscheinlichkeit das a, B-Acetal **) (vgl. 
| §. 250, 255). 


Ein Versuch, dieses Acetal *) nach der oben beschriebenen Weise 
‘mit Colaminphosphorséure umzusetzen, miBlang. Auch eine Ver- 
esterung desselben mit Benzoeséure nach der gleichen Methode 


g ist 


ogen 


omit § 


nur 


loge 


26), 
un- 


irde F 


1re- 


‘ten 


och 
ung § 


Or: 


37); 


38, 


suche eine, wenn auch geringe, Wasserabscheidung festgestellt 


‘tell: BE werden. 


Die ersten Darstellungsversuche des Palmitalglycerinace- 


tals mit p-Toluolsulfonsaure fiihrten aber nicht zu dem gewiinschten 
a | Erfolg, da die Acetalisierung viel zu langsam verlief und bald zum 
> — Stillstand kam. Wurde jedoch Sulfosalicylséure verwendet, so 
 erfolgte eine sehr schnelle Umsetzung; die Reaktion war bei einem 


_ Ansatz von 50 g Palmitinaldehyd nach einer Stunde beendet. Das 


so erhaltene, mehrfach umkrystallisierte Acetal 


CH, 20. 
PEE: -C,5H5; 
CHO 


CH,¢ JH 
erwies sich als sehr rein. 
Auf diese Weise konnten wir auch das Stearalglycerin- 
acetal darstellen. 
Zur Klarung der Frage, ob es sich bei den nach dieser Methode 
dargestellten Acetalen um eine «-B-Bindung des Aldehyds mit dem 


27) Ber. chem. Ges. 71, 1803 (1938). 
8) J. chem. Soc. [London] 107, 337 (1915). 
*) Vgl. F. P. 75905; C. 1934, II, 675. 
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Glycerin’ nach obiger Gleichung handelte, priiften wir, ob: nach 
Hydrolyse des Methylathers des Palmitalglycerinacetals der «-(ly. 
cerinmethylaither entsteht. 

Wir verwendeten die Untersuchungen von J. Irvine, J. Mae. 
donald und Ch. Soutar?9), die in dieser Weise die Konstitutioy 
von Acetonglycerin und Benzalglycerin nachgewiesen hatten. 

Wir erhielten nach dieser Methode eine Substanz, die be 
einem Druck von 18 mm Hg bei 120° siedete. Sie ist somit dem 
von obigen Verfassern erhaltenen Glycerin-«-methylather identisch, 
Wir kénnen also annehmen, daB die cyclischen Acetale des Pal. 
mitals und Stearals mit Glycerin nur als 5-Ring vorliegen. 

Der weitere Weg zur Darstellung des Plasmalogens sollte iiber 
die Kondensation dieser Acetale mit Colaminphosphorylchlo. 
rid fiihren. Wir fanden namlich, daB Colaminhydrochlorid bei 
der Umsetzung mit POCI, nach: 


CH,0OH Cl CH,—O 0 
a + CLSP=0 b, + 3HCI 
CH,-NH,-HCl Ci% CH,-NH 


zur Bildung des bisher unbekannten Colaminphosphorylchlorids 
fihrt. Dieses reagiert mit Alkoholen (z. B. cyclischem Glycerin- 
acetal) vorzugsweise nach: 


CH,—O 0 
| eg + HOR —> PC 
CH,—NH “Cl CH,-NH OR 


CH,O 0 


+ HCl 


Der gebildete cyclische Ester sollte durch Hydrolyse das ge- 
wiinschte Phosphatid liefern: 

CH,—O\ J 

ot 

CH,—_NH OR 


0 /. 
CH,O— pZ 
+ HOH oy ‘ae 
H 


NH, 


Die Umsetzung von Palmitalglycerinacetal mit Colaminphos- 
phorylchlorid erfolgte in wasserfreiem Pyridin bei gewéhnlicher 
Temperatur im Verlauf von 24 Stunden. Das aus dem Pyridin mit 
verdiinnter NaOH ausgefallte Reaktionsprodukt wurde aus Methyl- 
alkohol mehrmals umkrystallisiert und einer N-Analyse unter- 
worfen. Die bei dieser Umsetzung erhaltene Substanz enthielt iiber- 
haupt keinen Stickstoff, gab mit alkoholischer AgNO,-Lésung ein 
in kaltem Alkohol schwer lésliches, in heiBem Alkohol leicht 





29) J. chem. Soc. [London] 107,. 337 (1915). 
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 issliches Silbersalz. Die Analyse ergab, daB es sich hier um-ein 
Monosilbersalz eines Pyrophosphorsaureesters des Acetals nach 
Mfolgender Konstitution handelte: 


_— 


OCH, 
\CH-C,,Hy, Hy, C,, “CHE i 
cH0 7 NocH 


CH, 





oN A. 
O OAg O OH 
Da demnach das Colaminphosphorylchlorid ungeeignet wat, 


wurde das Hydrochlorid dieser Verbindung*) dargestellt und zur 
-analogen Reaktion verwandt. Hine Umsetzung des Acetals mit 
' Colaminphosphorylchloridhydrochlorid in Pyridin erfolgte aber 
‘nicht, da letzteres sich sehr schwer léste. 


Nun wurde Palmitalglycerinacetal mit Phosphoroxychlorid in 


Pyridin zum Plasmalogensiurechlorid umgesetzt: 


CH,O\ CHO, 
| CH-C,;Hs, CH: C, Hs; 
- : 4 
CHO + POCI, CHO 
CH,OH CH, 0- PLO 
Cl 


Dieses Chlorid wurde sodann zu der -von R.Feulgen und 


| Th. Bersin*®*) beschriebenen Plasmalogensaure hydrolysiert. 


Wir untersuchten darauf, ob sich das Disilbersalz der 


| Plasmalogenséure mit Bromcolaminhydrobromid umsetze. 


Eine derartige Umsetzung war von H. Arnold*4) bei der Syn- 


_ these des Cholin- und Colaminesters der f-Glycerinphosphorsaure 
' mit gutem Erfolg angewendet worden**). Hs muSte eine zu stark 
' saure Reaktion bei der Umsetzung vermieden werden, da sonst 
_ die Acetalkomponente hydrolytisch gespalten wird. Um eine Oxy- 
dation des Plasmals***) zu vermeiden, durfte ferner. Sauerstoff 
nicht zugegen sein. Aus diesen Erwaigungen heraus wurde tber 
| Mg entwaisserter Alkohol fiir die Lésung des Bromcolaminhydro- 
| bromids verwendet, der Sauerstoff mit Stickstoff aus dem 





*) Vgl. U. Hanke, Dissertation, Géttingen 1940. 

30) Diese Z. 260, 218 (1939). 

31) Ber. chem. Ges. 73, 87 (1940). 

**) Vgl. auch Ravazzoni u. A. Feneroli, Ber. Physiol. usw. 122, 169 


| (1940). 


***) Wir beobachteten, daB die Acetale, was schon von anderen Athern 


- bekannt ist, beim Stehen an der Luft Peroxyde bilden, die aus KJ-Losungen 


Jod frei machen. 
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Reaktionsgefaé8 ausgetrieben und schlieBlich noch Ag,O oder Ag,()\— well 
zugegeben, um-eine eventuell durch HBr auftretende alkoholytischimgebe' 
Wirkung zu unterbinden. Das Gemisch wurde im Olbad auf 1yfepchu 
bis 150° erhitzt und stindig unter starkem Rishren am Absetz,— 
gehindert. : 
Eine Umsetzung erhielten wir zuerst mit der Stearalglycery.& 
acetalphosphorsaéure; es bildete sich das Stearalplasmalogen. 
Uberraschenderweise stellte es sich heraus, da8B die Palmita.R 
glycerinacetalphosphorséure keine Umsetzung ergab. Es konnti 
kein abgeschiedenes AgBr nachgewiesen werden. Wurde jedo¢d 
die Zugabe von Ag,CO, vermieden, so erhielten wir auch aus diesen 
Korper das Plasmalogen neben gréBeren Mengen an Plasmalogen. 
séure. Da die alkoholische Lésung nach der Reaktion stets schwac 
alkalisch gemacht wurde und auch die Umkrystallisation ay 
Alkohol bei Gegenwart von etwas NH,OH durchgefiihrt wurde, ft 
nahmen wir an, daB eine Spaltung des Plasmalogens in Plasma, 
Jogenséure und Base nicht unbedingt wahrend der Synthese niRWi 
erfolgen brauchte, sondern vielmehr erst bei der wiederholten Un: 
krystallisation. Wir stellten fest, daB sich die beiden phosphory- fy, . 
herten Acetale und deren Colaminester gegeniiber verdiinnta 
Sauren viel eher resistent verhielten als die freien Acetale selbst. iy 
Aus diesem Grunde lieBen wir sodann alle VorsichtsmaBnahma fl 
zur Vermeidung saurer Reaktion wahrend der Umsetzung und bagRe. 
der Umkrystallisation fort, verwendeten lediglich nur wasserfreie §¥ 
Alkohol und gaben SiO, zu, das eine stérende UmschlieBung vf yi 
Phosphorsaureverbindungen durch AgBr oder AgCl verhinden§ 
sollte. Die Reaktion verlief sehr glatt, schon bei Temperature 
von 100—120°. i 





Experimenteller Teil 


Palmitinaldehyd -7-chlorpropylenacetal. 30g Palmitinaldehyi fF, 
und 15g Epichlorhydrin werden in 60 ccm Tetrachlorkohlenstofi § ¢; 
gelést. Diese Lésung wird tropfenweise zu 15 ccm Katalysator fF; 
lésung (5 g SnCl, in 50g Tetrachlorkohlenstoff) unter Hiskihlung & 
zugegeben. Die Temperatur, bei der die Reaktion verliuft, wirl Bw 
auf 25—-28° gehalten. Im Verlauf von etwa 2 Stunden vollzieht B 6; 
sich die Acetalisierung. Das Reaktionsgemisch bleibt noch iber §, 
Nacht bei Zimmertemperatur stehen, dann wird .es in 200 ccm B qos 
2n-NaOH eingetropft und ausgeithert. Nach dem Trocknen des fj 
aitherischen Auszugs iiber gegliihter Pottasche wird der Ather ver- 





dampft und der élige Riickstand im Vakuum fraktioniert. Nach 
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8200 S ecimaliges Destillation (0,5 mm Hg) wird ein bei 160—164° iiber- 
rtischegehendes Destillat erhalten, das im kihlen Zimmer krystallisiert. 
uf 14—epchmelzp. 91,5°. 
Setzy—e  330,3 mg Subst.: 37,98 mg Cl. 
5 C,5H3,0;Cl (332,80) Ber. Cl 10,66  Gef. Cl 11,49 

cer. | Butyraldehyd-y-jodpropylenacetal. 15 ¢ frisch destillierter n-Butyral- 
I. dchyd (Siedep. 72—73°) und 45 g frisch hergestelltes Epijodhydrin werden in 30 g 
mita}. Tetrachlorkohlenstoff gelést und mit 4,5 g Katalysator in der iiblichen Weise 
sur Reaktion gebracht. Nach | Stunde wird das Reaktionsprodukt allmahblich 
, uf Zimmertemperatur gebracht und in 200ccm 2n-NaOH langsam ein- 
edoch tropft. Dann wird mit Ather ausgezogen und die erhaltene farblose Lésung 
liesen feaber Nacht getrocknet. (Bei langerem Stehen tritt Verfarbung ein.) Der 
logen eather wird verdampft und der Riickstand im Vakuum gereinigt. Siedep. 80 
wach feos 86° (12—14 mm Hg). Das Destillat ist anfangs gelb, verfarbt sich infolge 
lersetzung noch weiter und nimmt schlieBlich eine schwarzbraune Farbe an 
1 als Ausscheidung von Jod). 
yurde, '  Umsetzung mit dem Disilbersalz der Cholinphosphorsaure**), Die 
4SM4 Ih panze bei der Acetalisierung des Butyraldehyds erhaltene Fraktion von etwa 10g 
se 21 wird mit 3,8g cholinphosphorsaurem Silber in 20cem Aceton zum Sieden 
Um egebracht. Es setzt sofort eine Reaktion unter Abscheidung von AgJ ein. 
Es wird 30 Minuten lang am RiickfluSkiihler erhitzt. Das Reaktionsprodukt 
Dleibt noch einige Stunden bei Zimmertemperatur stehen. Dann wird die 
nntet Mberstehende Lésung abgegossen, der Niederschlag in Wasser aufgenommen, 
elbst, Bwobei sich alles bis auf das AgJ lést, das abfiltriert wird. Zu der waBrigen 
hmen 1 ésung wird iiberschiissiges CdCl, (gesattigte Lésung) zugegeben und der ent- 
d be ttechende Niederschlag von Cadmiumphosphat abfiltriert. Zu dem klaren 

Filtrat wird dann die 6fache Menge Alkohol (96°/,ig) zugegeben. Es fallt ein 
‘weiB flockiger Niederschlag aus, der so lange mit 96°/,igem Alkohol gewaschen 
| Von \ ird, bis mit Na,S-Lésung keine Cd*’-Ionen mehr nachgewiesen werden. 


def = Palmital- und Stearalglycerinacetal. 30g Palmitinaldehyd und 
ure) 848 ¢ Glycerin (doppelte Menge) werden in 50 cem Benzol (iiber Na 

B etrocknet) aufgenommen. Nach Zugabe von 0,050 g Sulfosalicyl- 

‘siure wird das Gemisch im Olbad auf 190° erhitzt. Das bei der 

‘Kondensation entstandene Wasser wird mit Benzoldampf aus- 
ehyi Byetricben, im Wasserabscheider vom Benzol getrennt, dieses in 
stofl ‘einem Kolben iiber P,O; aufgefangen und als tberhitzter Dampf 
tor: in das ReaktionsgefiB eingetrieben. Nach einer Stunde kann die 
lung ‘Reaktion unterbrochen werden, da nur noch geringe Mengen an 
wird Wasser aus dem Reaktionsgefai8 iibergehen, das gréBtenteils von 
iebi I einer Zersetzung des Glycerins herriihrt, das bei der hohen Tempe- 
iber Matur unter Wasserabscheidung zu Acrolein zerfillt. (Die Menge 
ccll Rides abgeschiedenen Wassers ist auch meist gréBer als berechnet.) 


des Die Lésung des ReaktionsgefiSes wird nach der Acetalisierung 
——— 


ach B)=Ssi«8*):s«AW BL. Beznaku. E. Chain, Quart. J. exper. Physiol. 26, 201 (1937). 
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schnell zum Abkiihlen gebracht, in einem Scheidetrichter auf 


geaéthert und mit etwa 50ccm n/2-NaOH versetzt und kraftigiit 


durchgeschiittelt. An der Grenze zwischen der atherischen unj 
waBrigen Schicht scheidet sich meist eine leichte gequollene Sub. 
stanz ab, die aus sauren Salzen der Palmitinsaure besteht, die sic} 
infolge Oxydation des Aldehyds gebildet hat. Die waBrige Lésuny 
wird abgelassen, die Atherlésung mehreremal mit Wasser nach. 
gewaschen und iiber gegliihter Pottasche getrocknet. 

Die getrocknete Atherlésung wird nach 24 Stunden abfiltrieri, 
der Ather auf dem Wasserbad abdestilliert. Der Riickstand wir 
dann im Vakuum von noch enthaltenem Benzol bei etwa 50° be. 
freit. Das so erhaltene Produkt besteht aus dem Rohacetal, das 
mit einer Ausbeute von 90°/, gewonnen wird. Wir krystallisierte 
das Acetal aus Methylalkohol um. Da das Acetal sehr viel seing 
Lésungsmittels einschleBt, miissen die fiir die Umkrystallisatio 


verwendeten Mengen an Alkohol verhaltnismaBig groB sein. Balm 


Verwendung geringerer Mengen erstarrt die gesamte Lésung in de 
Kalte zu einer weiBen Masse. Fiir 20 g Rohprodukt miissen wenig- 
stens 150 ccm Methylalkohol genommen werden. Die Abscheidung 


des Acetals gelingt am besten in einer Kaltemischung. Dabei fall P 
es in langen filzigen, netzartig verschlungenen Nadeln aus, die alle 


so fest zusammenhangen, da8 der gesamte Niederschlag unter Un- 


standen aus der Flissigkeit herausgehoben werden kann. Durch 
Zentrifugieren wird der Niederschlag von dem gréBten Teil an-& 


haftender Flissigkeit getrennt. Die beim Umkrystallisieren zuriick- 
behaltenen Flissigkeitsmengen werden am besten auf dem Wasser: 
bad zu einem Drittel wieder eingedampft, in der Kaltemischung 
abgekiihlt, um noch geléstes Acetal auszufallen. 

Das durch mehrmaliges Umkrystallisieren erhaltene Acetal 
wird im Vakuumexsiecator iiber H,SO, mehrere Tage getrocknet. 
Um es ganz frei von Lésungsmitteln zu bekommen, erhitzten wi 
es noch in der Trockenpistole. 


Die Darstellung des Stearalglycerinacetals erfolgt in der gleiches 
Weise wie die des Palmitalkérpers. Die Acetalisierungstemperatu —& 


liegt hier jedoch héher. Bei 230° erfolgt die giinstigste Umsetzung. 
19,40 mg Subst.: 51,90 mg CO,, 20,80 mg H,0. 


C,5H,,0, (314,02) Ber. C 72,61 H 12,20 
Gef. ,, 72,78 >, 11;98 
20,60 mg Subst.: 55,52 mg CO,, 22,80 mg H,0. 
C,,H,,0, (342,34) Ber. C 73,61 H 12,36 
Gef. ,, 73,50 ,, 12,38 
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r ane : Bestimmung der reaktionsfahigen OH-Gruppen des Palmital- 


rift ppplvoerinacetals. 

a 8 203,00 mg Subst. 16,0 ccm CH, bei 786mm Hg und 21°. 

me C,9H3,03 (314,02) Ber. CH, 5,10 Gef. CH, 5,27 

6 sich Metylather des Palmitalglycerinacetals. Eine Lésung von 18 ¢ 
hh Palmitalglycerinacetal in 20 ccm Methyljodid wird zu 15g Ag,O in 20 ccm 
OSUL§ ies gleichen Lésungsmittels hinzugegeben und das Gemisch am RiickfluB- 



























nach- Me ihler 5 Stunden lang auf dem Wasserbad erhitzt. 


: Dann wird die Lésung vom ausgeschiedenen AgJ abfiltriert und der 
Riickstand mit trockenem Ather augewaschen. Die Filtrate werden gesammelt 
und die Lésungsmittel (Ather und Methyljodid) abdestilliert. Es hinterbleibt 
ein schwach braunlich gefarbtes Ol. Schmelzp. 28,5°. 


|  Hydrolyse des Methylathers des Palmitalglycerinacetals. Das 
auf diese Weise erhaltene Produkt (15 g) wird in 50 ccm 70°/,igem Alkohol 
gelist und nach Zugabe von 1 ccm konzentrierter Salzsiure auf dem Wasser- 


triert, 
| wird 
9 be. 
1, das 
lertey 


Seine Me bad 3 Stunden lang erhitzt. 

sation i Nach der hydrolytischen Spaltung des Acetals wird die Salzsaure mit 
. Bae Ag.CO, neutralisiert, vom Niederschlag abfiltriert und das Lésungsmittel bei 
— ivewohnlichem Druck abdestilliert. 


_ Der Riickstand wird zur Identifizierung der fraktionierten Destillation 
unterworfen. Bei einem Druck von 18 mm Hg und einer Temperatur von 120° 
geht eine Substanz iiber, deren Siedepunkt mit dem des «-Glycerinmethylathers 
identisch ist, bei 235—240° folgt der Palmitinaldehyd. 


Colaminphosphorylchlorid. 10 ¢ frisch destilliertes Colamin (Roche) 
‘werden in etwa 400ccm iiber Na getrocknetem Ather mit Salzsdure ge- 
sittigt. Der Ather wird vom ausgefallenen Colaminhydrochlorid abdekantiert 
sund das Salz im Vakuum bei 30° getrocknet. In einem Kolben mit Riick- 
fluBkiihler wird das so erhaltene Produkt tropfenweise mit 90 g Phosphor- 
oxychlorid versetzt und die Temperatur auf 110° gebracht, nach etwa 2 Stunden 
‘auf 140° gesteigert. Das Reaktionsgemisch wird bei der Umsetzung unter 
stindigem Riihren gehalten. Nach etwa 6 Stunden wird die noch heiBe 
Flissigkeit durch Vakuumdestillation bei einer Temperatur von 120° vom 
viiberschiissigen Phosphoroxychlorid befreit. Es hinterbleibt eine dickfliissige 
Substanz, die bei Zimmertemperatur zu einer glasartigen Masse erstarrt. Nach 
mehrfacher Reinigung mit Chloroform gelingt es, diese Substanz gréBtenteils 
-krystallin zu erhalten. 


| 196,90 mg Subst.: 49,98 mg Cl. 

ichen C,H,O,PNCI (141,52) Ber. Cl 25,09  Gef. Cl 25,38 

ratu— | Colaminphosphorylchloridhydrochlorid. Colaminhydrochlorid (1 Mol) 

mang. und Phosphoroxychlorid (3 Mol) werden in wasserfreiem Benzol eine Stunde 
lang auf dem Wasserbad erhitzt. Es scheidet sich ein viscoses 0] ab, von 
‘dem die tiberstehende Lésung abgegossen wird. Nach mehrtagigem Stehen im 
-Eisschrank erstarrt dieses zu einer harten krystallinen Masse. Nach wieder- 
holter Reinigung mit Chloroform wird das erhaltene Produkt im Vakuum- 
xsiccator iiber H,SO, getrocknet. 
| 221,2 mg Subst.: 110,41 mg Cl. 

C,H,O,PNCI, (214,58) Ber. Cl 49,65 Gef. Cl) 49,91 
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Umsetzung mit Palmitalglycerinacetal. 6 ¢ Palmitalglycerin. 
acetal werden in 10 ccm trockenem Pyridin gelést, dazu kommt 
eine Lésung von 4,5 g Colaminphosphorylchlorid in 5 cem {yridin, 
Das Reaktionsgemisch bleibt etwa 30 Stunden unter Luftabschlug 
bei Zimmertemperatur stehen, dann wird es unter kraftigem 
Rihren in 500 cem Wasser eingetropft. Damit die wiBrige Lésung 
nicht sauer wird, werden noch etwa 0,5 g K,CO, zugegeben. Die 
ausgefallene Substanz quillt bei langerem Stehen sehr stark; nach 
Zugabe von etwas Aceton verwandelt sich die vorher gallertartige 
Masse in einen wei flockigen Niederschlag, der sich leicht ab- 
zentrifugieren laBt. Nach Umkrystallisation aus Alkohol wird das 
erhaltene Produkt tiber Atznatron getrocknet. 

Hine alkoholische Lésung des auf diese Weise erhaltenen Phos- 
phatids wird bei 60° mit gesattigter Lésung von AgNO, versetzt. 
In der Kalte fallt das Monosilbersalz des Pyrophosphatids des 
Palmitalglycerinacetals aus, das abgenutscht und mit kaltem 
Alkohol nachgewaschen wird. 

41,0, 47,0 mg Subst.: 5,09, 5,72 mg Ag. 

C,3H,;0,,;P,Ag (877,53) Ber. Ag 12,29 Gef. Ag 12,41, 12,17 

Plasmalogenséure. 10g Acetal werden unter gelindem Er- 
warmen in 10 ccm wasserfreiem Pyridin gelést, dann wird eine 
Lésung von 5 eem POCI, (das im Vakuum von 30 mm Hg destilliert 
worden ist) in 10ccm Pyridin tropfenweise unter Feuchtigkeits- 
ausschluB dazu gegeben. Dabei wird die Liésung des Acetals in 
einer Kaltemischung bis auf —10° abgekiihlt. Wenn alles POCI, 
eingelassen worden ist, wird die Temperatur im Verlauf von 
2Stunden allmihlich gesteigert. Das Reaktionsgemisch bleibt 
noch einen Tag bei Zimmertemperatur stehen. Inzwischen scheiden 
sich Krystalle von Pyridinhydrochlorid ab. 

Die Lésung wird dann in eine auf die freiwerdende Menge an 
HCl berechnete Loésung von 1n-NaOH langsam eingegossen, 
wahrend diese in einer Kailtemischung abgekihlt und stindig unter 
kriftigem Riihren gehalten wird. Uberschiissiges POCI, und 
Plasmalogensiurechlorid zersetzen sich, wobei die freie Plasma- 
logensiure entsteht. Diese setzt sich am Boden ab; die wber- 
stehende Fliissigkeit wird abgegossen und das so erhaltene Pro- 
dukt mit 50°/,igem Alkohol ausgewaschen und zentrifugiert. Aus 
heiBem 96°/,igem Alkohol wird die Plasmalogensiure umkrystalli- 
siert; bei schnellem Abkiihlen der alkoholischen Lésung fiallt sie 
in Form flockiger Nadeln, bei langsamer Auskrystallisation in 
Form driisenférmiger Krystalle aus. 
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Die synthetisch dargestellte Plasmalogensaure gibt eine Fallung 
mit LiCl und CdCl, und ist in starken Alkalien ldslich. 


13,14 mg Subst.: 0,944 mg P. 
C,,H,,0,P (422,36) Ber. P 7,34 Gef. 7,18 P 


Disilbersalz der Plasmalogensaure. Die heiGe alkoholische Lésung 
yon 5 g Plasmalogenséure wird in 25 ccm einer hei8 gesattigten alkoholischen 
Lésung von AgNO,, die auf dem Wasserbad bei einer Temperatur von 70° 
gehalten wird, eingegossen. Es entsteht sogleich ein flockiger Niederschlag 
des Disilbersalzes der Plasmalogensiure, der noch heiB von der _ iiber- 
stehenden Fliissigkeit abgenutscht wird. Nach zweimaligem Waschen mit 
heiBem Alkohol wird das Silbersalz im braunen Exsiccator tiber CaCl, 
getrocknet. 


50 mg Subst.: 16,84 mg Ag. 
C,,H,,0,PAg, (636,10) Ber. Ag 33,92 Gef. Ag 33,68 


Plasmalogen. In einem 3 fach tubulierten Rundkolben werden 
5g Plasmalogensiure (Stearalverbindung) mit 1,7 g Bromcolamin- 
hydrobromid, das nach §S. Ga brie|**) dargestellt wird, in 100ccem iiber 
Al oder Mg entwasserten Alkohol aufgenommen. Dazu kommt 1g SiO, 
(Quarzsand pro analysi, Kahlbaum). Unter staéndigem Riihren und 
Einleiten von trockenem Stickstoff wird die Reaktion bei einer 
Temperatur von 100—120° durchgefiihrt. Sobald keine Br’-Ionen 
in der Lésung mehr nachgewiesen werden kénnen, wird der noch 
heiBe Inhalt des Kolbens schnell abgenutscht, der Riickstand mit 
10cem heiSem Alkohol nachgewaschen. Aus der alkoholischen 
Lésung fallt beim Abkiihlen das Plasmalogen aus. Der Nieder- 
schlag wird abzentrifugiert und iiber CaCl, im Exsiccator getrocknet. 


Das so erhaltene Plasmalogen ist verhaltnismaéBig rein und 
braucht meistens nicht mehr umkrystallisiert zu werden. Hine 
weitere Reinigung ist nicht ratsam, da das Plasmalogen sehr leicht 
zu Plasmalogenséure und Colamin zerfallt, wodurch die Ausbeute 
verschlechtert wird. Die bei der Synthese des Plasmalogens infolge 
teilweiser Zersetzung desselben entstandene Plasmalogensidure liBt 
sich leicht vom Plasmalogen trennen, da sie in Alkohol leichter 
léslich ist. 

Auf diese Weise erhielten wir den Stearal- und Plasmalkérper 
des Plasmalogens in einer durchschnittlichen Ausbeute von 60°/,, 
berechnet auf die im Disilbersalz enthaltene Plasmalogensiure. 


83) Ber. chem. Ges. 50, 826 (1917). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 269 18 
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4,415 mg Subst.: 0,1176cem N (25°, 718mm). — 200,0mg Subst. 


6,65 mg N. 
C,,H,,0,NP (437,32) Ber. N 3,20 Gef. N 2,88, 3,325 
200,0 mg Subst.: 6,16 mg N. 
C,3H,sO,NP (465,35) Ber. N 3,00 Gef. N 3,08 
Bestimmung der Spaltungsgeschwindigkeit von Palmitalglycerinaceta| 
und seinen Phosphorsaureestern. In Anlehnung an die Methode 
der quantitativen Plasmalbestimmung nach R. Feulgen und 


H. Griinberg*4) stellten wir die hydrolytische Spaltbarkeit der 
Plasmalverbindungen durch fuchsinschweflige Siure fest. 
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Zur Ausfiihrung der Bestimmung wurden 20 mg Substanz in 
20 cem Hisessig gelést. In 10 Erlenmeyerkolben von etwa 50 ccm 
Inhalt brachten wir je 1 cem dieser Lésung, gaben dazu 10 cem 
fuchsinschweflige Saure, mischten gut durch und verschlossen die 
GefaBe. Wir verfolgten nun die Zunahme der Farbstoffbildung, 
die infolge der Abspaltung des Palmitinaldehyds auftritt, indem 
wir je eine Lésung in bestimmten Zeitabstiinden mit 10 cem Amyl- 
alkohol extrahierten und diese alkoholische Lésung photometrisch 
auf ihren Extinktionswert untersuchten (Filter § 58). Dieser 
jeweils erhaltene Wert wurde auf die prozentuale Spaltung der 
Plasmalverbindung umgerechnet. Die Ergebnisse sind in obiger 
graphischen Darstellung wiedergegeben: I Glycerinpalmitalacetal, 
II Plasmalogensiure, III Plasmalogen. 





34) Diese Z. 257, 162 (1939). 

















Ein die Milchsaiuregarung beschleunigender Faktor 
Von 


Artturi I, Virtanen, H. Karstrém, J. Jorma und Leena Kahra 







































etal neue 

ode (Aus dem Biochemischen Institut Helsinki) 
und (Der Schriftleitung zugegangen am 11. Juni 1941) 
der ' a 


Wie wir schon frither vorliufig mitgeteilt haben"), beschleunigt , 

Milch und daraus hergestellte Molke sehr stark die von den typi- 

 schen Milchsaéurebakterien, Thermobacterium Helveticum (B. caseie), 

| herbeigefiihrte Milchsduregirung. Der EinfluB bezieht sich auf die 

Girung und nicht auf das Wachstum der Bakterien, denn die 

' aktivierende Wirkung der Molke wurde bei kurzzeitigen Gar- 

' yversuchen mit sehr reichlich Bakterien enthaltender Suspension 

| als Agens festgestellt. Der die Milchséuregérung beschleunigende 

| Faktor (Mgb-Faktor) ist wasserléslich und hat keinen EHinflu8 auf 

_ —— die durch die Hefe hervorgerufene alkoholische Gaérung. Wird 

fo. & nimlich die Molke mit Frankonit geschiittelt, wobei unter anderem 

| das B,-Vitamin entfernt wird, so beschleunigt die Molke auch 

in § weiterhin die Milchsiuregirung, dagegen aber nicht die alkoholische 

cm @® Girung. Nach den bisherigen Beobachtungen kann der Mgb- 

om Faktor mit keinem bisher bekannten Aktivator identifiziert werden. 
lie # In folgendem sind unsere Versuchsergebnisse dargestellt. 


ig, ; 
vn Die Versuche 

1. iE Das bei unseren Versuchen benutzte Bakterlum war Thermo- 
ch bacterium Helveticum (B. casei e), ein langes Staibchen, das 


er | cin sehr kraftiger Garagens ist und fast ausschlieBlich d, 1-Milch- 

er @ sdure als Girprodukt aus Zucker erzeugt. Mit diesem Bak- 

er | terium, welches der wichtigste Faktor bei dem Reifen des Emmen- 

|, | thalkases ist, wurde iibrigens zum ersten Male die Phosphorylierung 
bei der Milchsiuregérung gefunden). 

Die Versuche wurden mit der Wassersuspension von Thermo- 
bacterium Helveticum ausgefiihrt. 

Die Herstellung der Bakterienmasse fiir die Suspension er- 
folgte durch Ziichtung der Bakterien bei 42°C in Molke, welche 
aus abgerahmter Milch bereitet war. Das pa der Molke ging 
wahrend des Wachstums im Verlauf von 12 Stunden auf etwa 4 

18* 
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herab. Der Kultur wurde jetzt 15°/,ige Natriumhydroxydlésung so 
reichlich hinzugefiigt, daB der pu-Wert auf etwa 6,0 stieg, wonach 
die Bakterien noch einige Stunden wachsen durften. Auf diese 
Weise wurde eine groBe Bakterienmenge in der Molke erzielt, 
Die Bakterien wurden aus der Molke durch Zentrifugieren aus. 
geschieden, die Bakterienmasse in Wasser suspendiert, wieder ab- 
zentrifugiert und danach in der in Verbindung mit jedem Versuch 
angefiihrten Wassermenge (50—100 ml) aufgeschlimmt. Die homo- 
gene Suspension wurde moéglichst bald zum Giarversuch verwendet, 
MuBte sie einige Zeit aufbewahrt werden, so geschah dies im Kih- 
schrank bei etwa + 2°C. Die zu jeder Versuchsreihe verwendete 
Bakterienmasse wurde aus einer Molkekultur von 5 Liter gewonnen. 

Die Ausfiihrung des Garversuchs war folgende: Als Versuchs- 
gefafe dienten Glasrdhren mit flachen Béden (80 x 190 mm), 
welche in einem besonderen Stativ in Wasser von 45°C gebracht 
wurden. In jede Garréhre wurde mittels Pipette eingefihrt: 

1. 5 ml m/2-Phosphatpufferlésung (px 6,8), welcher 200 mg 
Glucose enthielt, 

2. 5 ml der zu untersuchenden Fliissigkeiten (bei dem Kontroll- 
versuch Wasser, bei den eigentlichen Versuchen zu untersuchende 
Aktivatorlésungen, wie Molke, Milch, Hefeextrakt usw.). Diese 
Zusatze sind in den Tabellen in der Spalte ,,Zusitze zur Girlésung“ 
angefiihrt. 

3. 10 ml Bakteriensuspension, 

4. 1 Tropfen Bromkresolpurpurlésung als Indikator. 

Die Phosphatkonzentration der Girlésung war verhiltnis- 
mafig optimal fiir die Gaérung, denn Thermob. Helveticum ver- 
girt Glucose nach Virtanen und Mitarbeiter?) am besten bei 
einer P,O;-Konzentration von etwa 1°/, (entsprechend einer 
0,14-mol. PO,-Lésung). Die Garlésungen wurden in einem Wasser- 
bad von 45° C gehalten. Wenn sich die Farbe des Indicators durch 
die wahrend des Versuchs gebildete Milchséiure anderte, wurde 
eine 0,5 n.-NaOQH-Loésung zugetrépfelt, um den px-Wert méglichst 
unverandert zu halten. Infolge des starken Phosphatpuffers muBte 
nur den Garzusaitzen, wo die Milchséuregirung stark beschleunigt 
war, Alkali zugegeben werden, wie aus folgendem hervorgeht. Der 
GarprozeB wurde in allen Rohren gleichzeitig abgebrochen, indem 
dieselben 15 Minuten in kochendem Wasser gehalten wurden. 
Hiernach wurde in jeder Réhre die Milchséure nach Lieb-Zacher! 
bestimmt. Die Eiwei8stoffe wurden vorher nach Schenck und 
die Kohlenhydrate nach Salkowski-van Slyke entfernt. 
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Die bei den Garversuchen angewendete Molke wurde folgender- 


| weise hergestellt: 250 ml abgerahmte Milch + 1 ml fliissiges Lab 
' wurde etwa 30 Minuten bei 35° C gehalten. Unter Umriihren wurde 
| die geronnene Milch nach und nach auf 95° erwirmt. Bei dieser 
'Temperatur wurde noch etwa 15 Minuten umgeriihrt, wonach die 
' Molke durch Filtrierpapier filtriert und ohne weitere Behandlung 
' zu den Versuchen verwendet wurde. Die Molke war nicht wasser- 
| klar, sondern etwas triibe. 


Der Hefeextrakt wurde folgenderweise hergestellt: 50g ge- 


wohnliche Backereihefe wurden in 100 ml Wasser aufgeschlimmt, 
'wonach die Suspension zuerst zum Sieden erwarmt und dann 
' 15 Minuten in kochendem Wasserbad gehalten wurde. Nach Ab- 


kithlen wurde die Hefemasse abzentrifugiert und die Lésung zuletzt 


| filtriert. 


Aus der Molke wurde die Asche folgenderweise hergestellt: 


' 5ml der Molke wurden in einer Platinschale im Vakuumtrocken- 
schrank zur Trockne eingedampft und vorsichtig zu Asche ver- 


brannt. Diese wurde mit einigen Tropfen konzentrierter Salzsaiure 
(,zur Analyse‘) angefeuchtet und vorsichtig uber bloBer Flamme 
gegliiht. Der Verdampfungsriickstand wurde quantitativ mit 5 ml 
Wasser in die Giarréhre gespiilt. Die Salzsiéurebehandlung be- 
zweckte die Uberfiihrung der Salze in lésliche Form. 

In der als Garzusatz verwendeten Molke, Milch oder dem 
Hefeextrakt wurde die Milchséure gesondert bestimmt, und die 
gefundenen geringen Milchsiuremengen wurden von den Versuchs- 
ergebnissen abgezogen. 

Versuch Nr. 1 


Die aus 5 Liter Molke gewonnene Bakterienmasse wurde in 100 ml 
Wasser aufgeschliammt. Garzeit 45 Minuten. Nur in den Rohren Nr. 4 und 5 
anderte sich die Farbe des Indicators. In die erstere wurden 0,40 ml und in 
die letztere 0,72 ml 0,5 n-NaOH zugegeben. 

















Giar- Milch- —" 
rohr Zusaitze zur Garlésung saure hy ni! 
“a mg geschwin- 
digkeit 
l 5 ml Wasser 18,0 1 
2 5 ml Wasser -++- 250 mg Lactose 18,9 ] 
3 Asche aus 5 ml Molke + 5 ml Wasser +- 
250 mg Lactose 24,0 1,3 
4 5 ml Molke 73,6 4,1 
5 5 ml Hefeextrakt -++ 250 mg Lactose 119,2 6,6 


5 ml Molke enthielt 0,2 mg Milchséure und 5 ml Hefeextrakt 4,8 mg 
Milchsaure. 
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Die Ergebnisse zeigen 

1. daB die Lactose die Garung nicht beschleunigt hat, 

2. daB die Aschenbestandteile der Molke die Garung jedenfalls 
nicht in bedeutendem Ma8e beschleunigen, 

3. daB die Molke die Giarung stark beschleunigt hat, indem 
sie die Gargeschwindigkeit der Kontrolle gegeniiber auf das Vier. 
fache steigerte, 

4, daB der Hefeextrakt die Giérung stark beschleunigt hat, indem 
die Gargeschwindigkeit die sechsfache des Kontrollversuchs ist, 

Da bei dem Versuch eine sehr bakterienreiche Suspension be- 
nutzt wurde und da die Versuchsdauer kurz (45 Minuten) war, 
kommt die Vermehrung der Bakterien wihrend der Girung nicht 
in Frage. Der aktivierende Einflu8 der Molke und der 
Hefe bezieht sich also auf die Garung selbst und nicht auf 
die Vermehrung der Bakterien, welche durch die Faktoren in der 
Molke und in der Hefe auch gefordert wird (Virtanen und Kar- 
strém4). 

Beim Vergleich der die Garung beschleunigenden Wirkung 
der Molke und der Hefe mu8 beriicksichtigt werden, daB der Hefe- 
extrakt aus einer groBen Hefemenge mit einer verhialtnismafig 
kleinen Wassermenge hergestellt war. 


Versuch Nr. 3 
Die Bakteriensuspension wurde im iibrigen in der gleichen 
Weise wie oben hergestellt, nur wurde die zentrifugierte Bakterien- 
masse in 50 ml Wasser suspendiert. 


Die untersuchten Zusatzsubstanzen waren bei diesem Versuch ab- 
gerahmte Milch, Molke und Lab. Die Garzeit betrug 135 Minuten. 























Gar. _ _Wahrend der Milch- Relative 
rohr Zusitze zur Garlésun Garung sugesetst sdure Gir- 
Nr ” 8 0,5 n-NaOH- wen geschwin- 
} Lésung ccm 8 digkeit 
1 5 ml Wasser + 250 mg Lactose 0,20 30,6 1 
2 5 ml abgerahmte Milch*) 1,52 77,6 2,5 
3 5 ml Molke 1,92 112,0 3,7 
4 5 ml verdiinnte Lablésung **) 0,40 37,5 1,2 
5 ml Milch enthielt 0,4 mg, 5 ml Molke 0,5 mg und 5 ml Lablésung 0,1 mg 


Milchsaure. 


*) Die abgerahmte Milch in der gleichen Weise erhitzt wie bei der Her- 
stellung der Molke. 
**) Die gleiche Menge Lab, die bei der Herstellung von 5 ml Molke ver- 
wendet wurde. Die Lablésung wurde in der gleichen Weise wie bei der Her- 
stellung der Molke erhitzt. 
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Die Ergebnisse zeigen 
1. daB das Lab bei den angewandten Konzentrationen keinen 
| wesentlichen Einflu8 auf die Gargeschwindigkeit hat. Die starke 
Beschleunigung der Garung durch die Molke riihrt also nicht von 
ndem — dem bei der Herstellung der Molke benutzten Lab her, 
Vier. & 9. daB die Molke die Girung etwas stirker beschleunigt als 
' abgerahmte Milch. EiweiSstoffe hindern somit offenbar die Tatig- 
ndem FF keit des Aktivators in einigem MaBe. 
































S 1st 
1 be. & Versuch Nr. 9 
war, & Die Bakteriensuspension wurde wie im Versuch 3 hergestellt. 
uicht & Die Zusatze zu den Garlésungen waren folgende: 
der Rohr Nr. 1: 5 ml Wasser + 250 mg Lactose. 
auf £ Rohr Nr. 2: 5 ml Hefeextrakt + 250 mg Lactose. 
der Rohr Nr. 3: 5 ml Wasser mit 10 y Vitamin-B, + 250 mg Lactose. 
‘ar- Die Garzeit betrug 75 Minuten. 
Die Bakterien wurden unter Mikroskop nach der in diesem Laboratorium 
” entwickelten Methode gezahlt °*): 
ry 1. In der urspriinglichen Bakteriensuspension. 
= 2. In allen Garlésungen nach Beendigung der Garung. 
11 
5 Wahrend Anzahl der Bak- a 
der Garung |,,. Relative | terien, berechnet Milchsiure 
Milch- ri gebildet 
Rohr azugesetzt | a ire Gar- pro lccm ur- on allie 
hon Nr. 0,5 n-NaOH- mg geschwin-| spriingliche Bak- . 2 tae 
Lésung digkeit | teriensuspension we 
- © ccm Millionen S 
= oF 0 33,1] 1 4000 6 x 10-10 
™ & 2 1,5 94,1 2,8 4380 20 x 10-10 
3 0 33,4 ] 4570 
— ursprung- 
ve §  liche Bak- 
| teriensus- _ _ —_ 4380 _ 
In- pension 
5 ml Hefeextrakt enthielt 3,3 mg Milchsaure. 
Wie aus der Tabelle hervorgeht, ist die Anzahl der Bakterien 
im Versuch mit Hefeextrakt wihrend der Gérung praktisch un- 
™ verindert geblieben. Dasselbe Resultat gab die Bestimmung der 


Bakterienmasse durch Zentrifugieren eines aliquoten Teils der Gar- 
lésungen in Zentrifugenréhrchen mit schmalem, graduiertem unteren 
Teil. Die abzentrifugierte Bakterienmasse nahm in jedem Falle 
dasselbe Volumen ein. Die starke Beschleunigung der Garung 
beruht also nicht auf einer Vermehrung der Bakterien. 
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Versuch Nr. 10 


Die Bakterienmasse wurde in der gleichen Weise wie friiher beschafit. 
Die aus 5 Liter Molke erhaltene Bakterienmasse wurde in 90 ml Wasser sus. 


pendiert. 
Die Zusatze zu den Garlésungen waren folgende: 


Rohre Nr. 1: 5 ml Wasser + 250 mg Lactose; 


Roéhre Nr. 2: 5 ml Molke; 
Roéhre Nr. 3: 5ml mit Frankonit behandelte Molke (100ml Molke 


wurden in der Schiittelmaschine eine reichliche Stunde mit 6g Frankonit 
geschiittelt und von dem Niederschlag durch Zentrifugieren getrennt); 
Roéhre Nr. 4: 5ml im Vakuum getrocknete Molke + 5 ml Wasser; 
Rohre Nr. 5: 5 ml im Vakuum getrocknete und danach mit 95°/,igem 
Alkohol ausgezogene Molke*) + 5 ml Wasser; 
Rohre Nr. 6: der in Nr. 5 erhaltene Alkoholextrakt zur Trockne ver. 
dampft + 5 ml Wasser; 
Roéhre Nr. 7: 10 y Vitamin B, + 5 ml Wasser + 250 mg Lactose; 
Réhre Nr. 8: 1 mg Nicotinsiureamid + 5 ml Wasser + 250 mg Lactose. 


*) Der trockene Riickstand von 5 ml Molke wurde hierbei mit 30 ml 
96°/,igem siedendem Alkohol verriihrt und danach filtriert. Diese Behandlung 
wurde noch zweimal wiederholt. 


Der EinfluB dieser Zusitze auf die Gargeschwindigkeit geht 
aus folgender Tabelle hervor. 












































Rohre Nr. 
Versuchszeit ea ae ta l | aero ean B's ete Me : 
Minuten > S94 i464) ete tas 
Zusatz von 0,5n-NaQH wahrend des Versuches 
0 —}/—f{/—fJ—f}]—fJoef—]f-_ 
65 — | 0,50 | 0,50 | 0,50 | 0,30}; — | — | — 
80 — | 0,50 | 0,30 | 0,50 | 0,30 | 0,30) — | — 
110 — | 0,42 | 0,26 | 0,57 | 0,25 | 0,25) — | — 
140 — | 0,22 | 0,24 | 0,40 | 0,21 | 0,28; — | — 
150 — |}O095| — |oe) — | — | — jf — 
165 — | 0,25 | 0,16 | 0,24 | 0,32 | 0,35) — | — 
Alkalizusatz 915 | . 
aoe bt 0 | 2,15 | 1,46 | 241 | 1,38 | 118 | — | — 
Milchsiuremg | 41,2 | 118,6 90,5 |116,0 (81,6 |80,5 | 40,7 | 45,5 
Relative Gar- Lao | 
esac saris oi ] 2,9 | 2,2 2,8 | 2,0 1,9 1 1,1 
| | | 








5 ml Molke enthielt 0,4 mg Milchsaure. 


Die Ergebnisse zeigen | 
1. daB der die Milchséuregirung beschleunigende Faktor 
jedenfalls nicht in bedeutenderem Ma8e von Frankonit absorbiert 
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| 9. daB der Mgb-Faktor beim Verdampfen der Molke zur 
‘Trockne nicht inaktiviert wird, 

3. daB der Mgb-Faktor einigermaBen in 96°%/,igem Alkohol 
léslich ist, 

4, daB Vitamin B, und Nicotinséureamid die Milchsaéuregiarung 
‘nicht beschleunigen. 
_ Die obigen Versuchsergebnisse sind in zahlreichen Versuchs- 
‘reihen, die hier nicht angefiihrt sind, bestatigt worden. Der 
‘Mgb-Faktor ist offenbar gegeniiber Warme jedenfalls sehr stabil. 


‘Er ist anscheinend mit keinem bekannten Géarungsaktivator 


jdentisch. Vitamin B,, das die alkoholische Girung mit lebender 


'Hefe stark beschleunigt, hat keinen Einflu® auf die Milchsiure- 


sirung. Ebenfalls ist das Nicotinsiureamid wirkungslos bei der 


| Milchsiuregérung. Unser oben beschriebener Mgb-Faktor unter- 
‘scheidet sich deutlich von dem Z-Faktor v. Eulers, der die 


alkoholische Garung mit lebender Hefe beschleunigt und viel- 


leicht hauptsichlich aus Vitamin B, besteht. Im Gegensatz hier- 
'mu beschleunigt ja unser Mgb-Faktor die alkoholische Garung gar 
nicht. Fiigt man Frankonit-behandelte Molke, welche die Milch- 
‘siuregérung beschleunigt, zur Garlésung mit Hefesuspension 
'(Methode von Schultz und Mitarbeiter zur Bestimmung von 
Vitamin B,), so nimmt die CO,-Bildung namlich gar nicht zu, 
'wie aus den folgenden Ergebnissen hervorgeht. 


Die Girversuche mit Hefe wurden nach Schultz*) und At- 


_kinson und Frey®) ausgefiihrt. Hierbei kamen die von ihnen ver- 
_wendeten Lésungen zur Anwendung: die Pufferlésung A, die 60 g 
| NH,H,PO,, 24g (NH,),HPO, und 0,07 g Nicotinséureamid in 
1 Liter Lésung enthielt und die Naihrlésung B, die in 1 Liter 200 g 
| Glucose, 2,2 g KH,PO,, 1,7 g KCl, 0,5 g CaCl,-2H,O, 7g MgSO, 


7H,O, 0,01 g FeCl, und 0,01 g MnSO,:7H,0 enthielt. Diese beiden 


| Lésungen werden dadurch sterilisiert, daB sie in zwei aufeinander 


folgenden Tagen bei 100° C gehalten wurden. Die Hefesuspension 


wurde gerade vor dem Garversuch bereitet, ndem 10g Prefhefe 

in 250 ml dest. Wasser mit Hilfe eines metallenen Quirls suspen- 
| diert wurden. Um exakt gleich groBe Hefemengen in jedem Gar- 
'versuch erhalten zu kénnen, wurde die Hefesuspension wahrend 


der ganzen Zeit, in der man mit der Pipette die erwiinschten 


Mengen nahm, kraftig geschiittelt. 


*) Brieflich hat Dr. Schultz uns liebenswiirdigerweise seine Methode 
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Fiir die Garversuche verwendete man 200 ml fassende Kolbe, 
die be-chickt wurden mit: 


POE, 5g kw es ee eS 15 ml 
ee 15 ml 
der zu untersuchenden Lésung. .. . X ml 
destilliertes Wasser. ........ 45—X ml 
Hefesuspension. .......... 25 ml 


Giirtemperatur 80°. Die Giarkolben wurden an die Gasbiirette; & 
(Hg als Sperrfliissigkeit) gekoppelt. Nach Zufiigen der Hef. f 
suspension wurden die Kolben 4 Minuten geschiittelt, wonach dic fh 
Gasentwicklung verfolgt wurde. Die Unterschiede der entwickelte, & 
Gasmengen in den Parallelversuchen waren kleiner als +- 3°), 


so daB die von Schultz angegebene Genauigkeit der Methode 
auch bei unseren Versuchen erzielt wurde. 


Von unseren zahlreichen Garversuchen, welche ibereinstim- & 
mende Resultate gegeben haben, fiihren wir nur einen Versuch an. f 


Versuch Nr. 20 
































Kontrollversuche Zusatze 
Garzeit ohne Zusatze 20 ml Molke 
Minuten ml CO, 6yB, | 2ml Molke | nach Frankonit- 
De |  * ml CO, | behandlung ml (0, 
80 54,0 58,5 58,5 67.0 54,5 54,5 
135 109,0 | 115,0 131,5 157.5 | I11,0 112,5 
175 157,0 | 163,06 206,5 252,0) | 159,56 | = 162,5 
220 213,5 | 220,0 292,0 372,5 | 217,0 | 220,0 
Vermehrung von CO, 
im Vergleich 75,0 ml 155,5 ml 2,5 ml 
mit dem FKontrollversuch 


Um eine Auffassung davon zu erhalten, ob die Vitamine de 


B-Komplexes die Milchséuregérung beschleunigen, fihrten wif 


folgender orientierenden Garversuch mit einer Bakveriensuspen: 
sion vou 'Thermob. Helveticum aus. 


Versuch Nr. 31 
Die Bakteriensuspension wurde wie im Versuch 8 hergestellt. 
Zusitze zu den Garlésungen: 


Rohr Nr. 1: 5 com Wasser. 
Rohr Nr. 2: 0,2 ccm ,,Becoplex“ *) + 5 ccm Wasser. 





*) Hersteller A/B. Ferrosan, Kopenhagen. Das Praparat enthalt nach f 
der Angabe des Herstellers in 2 ml: Vitamin B, 1000 int. Einh., Flavin 0,7 mg, 
Nicotinsaure 20mg, Vitamin B, + Antipeliagra-Faktor + Antipernicios@- 
Faktor + Filtrat-Faktor aus 50 g frischer Leber und 10 g PreBhefe. 
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.* issenschaftlichen Abteilung von E. Merck, Darmstadt zu Dank verplichtet. 
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‘Nach 100 Minuten waren im Rohr1 18,3 mg Milchsiure und im 
‘Rohr 2 19,4mg Milchsiure zu finden. Der B-Vitaminkomplex 
hatte also die Milchsiéuregirung nicht beschleunigt. 

Mit Vitamin Bg (= Adermin) wurde ein Garversuch aus- 


rgefiihrt. Hs wurden hierbei 5, 1 und 0,5 mg in jedem Versuch 
‘verwendet. Eine Beschleunigung der Garung durch Adermin 
Pwar nicht zu finden*). 


Zusammenfassung 
In Milch und Hefe kommt ein die Milchséuregérung beschleu- 


nigender wasserléslicher Faktor (Mgb-Faktor) vor. Die Beschleuni- 
rgung der Girung wurde mit einer Suspension von Thermobacterium 
‘Helveticum festgestellt. Hierbei wurde keine Vermehrung der 
'Zellenzahl bzw. Masse der Bakterien gefunden. Es wird also der 
‘Enzymkomplex der Girung aktiviert. 


Vitamin B, und B,, Nicotinsiureamid und der B-Vitamin- 


-komplex (Praparat ,,Becoplex‘:) hatten keine beschleunigende 
§ Wirkung auf die Milchsiuregirung. Der bisher nicht niher bekannte 
'Faktor wird an Frankonit nicht adsorbiert. 
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*) Fiir die freundliche Zusendung des Aderminpraparats sind wir der 
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Uber ein natiirliches Propentdyopent und weitere Homologe “ 
for! 

III. Mitteilung zur Pentdyopentreaktion 

Von 

Henning von Dobeneck tat 
Mit 2 Figuren auf Tafel II wel 
erst 

(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Juli 1941) hav 
p= monn acme e l n ( 
‘die: 


In den bisherigen Mitteilungen ') zur Pentdyopentreaktion (P.R. FF Au: 
wurden folgende Wege zur Darstellung von Propentdyopenten§ wei 
beschrieben: der 

1. Oxydation von Haminen, Bilirubinoiden, @,«’-Dicarboxy-f ¢le 
a,c’-Dibrom, «-Oxy- und a,«’-freien Pyrromethenen mit Wasser-& 
stoffsuperoxyd im alkalischen Medium. didi 

2. Reaktion von a,«’-Dibrom-pyrromethenen mit Kaliumacetat ¥ ess: 
in Kisessig und nachfolgender Aufarbeitung iiber Sodalésung. [Fim 

Nachdem H. Fischer und A. Miller?) schon durch Luft-[f mit 
oxydation von Neo-xanthobilirubinsiure Propentdyopentlésungen§ erh 
erhalten hatten, isolierten W. Siedel und H. Méller%) durch 
Oxydation mit Bleitetraacetat in Eisessig Propentdyopent. Es—F isol 
zeigte sich, daB iiberhaupt simtliche obengenannten Methene au! xan 
diesem Wege zu Propentdyopent oxydiert werden kénnen. Auch Pre 
bei der Nitritoxydation von Vinyl-neoxanthosiure (H. Fischer,& Dic 
H. Plieninger und O. WeiBbarth)‘) stellte sich heraus, dab inf 
Nebenreaktion Propentdyopent gebildet wird. In Hauptausbeute fh 
bildet sich hierbei eine Nitrosoverbindung, die im Fall von Neo 
xanthobilirubinsaiure in Form gelber Nadeln vom Schmelzp. 18!'— 
isoliert werden konnte (I). | 














CHy——=0,H, CHy—PSCH, neu 

I | | | ie 
HOW, ACH A, NO = 

par H | 

!) Vgl. II. Mitteilung, Diese Z. 263, 125 (1940). | Kal 

*) Diese Z. 246, 40 (1937). 3) Diese Z. 259, 150 (1939). — 


*) Diese Z. 268, 197 (1941). 
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Die Synthese von Propentdyopenten ans Dibrom-methenen 
‘und weiterhin ihre Eigenschaft vierkernige Komplexsalze zu bilden, 
yeranlaBte uns, diesen Verbindungstyp als Dioxy-dipyrrylcarbinol 
oder gewissermaBen als Hydrat des Dioxy-dipyrrylmethens zu 
formulieren. 

Die Elementaranalyse der wenigen bisher bekannten Propent- 
‘dyopente und ihrer Komplexsalze lief jedoch Zweifel iiber ihren 
tatsichlichen Wasserstofigehalt offen, eine Unklarheit, die eine 
‘yeitere Bearbeitung der Propentdyopentverbindungen notwendig 
ferscheinen lieB. 
| Wir stellten deshalb zur Klirung der Bruttoformel und iiber- 
haupt zur methodischen Ausarbeitung der Propentdyopentgewinnung 
‘eine Anzahl von Propentdyopenten dar, wobei in einigen Fallen 
dieselbe Substanz auf verschiedenen Wegen und von verschiedenem 
Ausgangsmaterial ausgehend angestrebt wurde, um so den Nach- 
weis fiihren zu kénnen, daB tatsichlich — auch unabhingig von 


der 8-Substitution — bei allen oben erwa&hnten Reaktionen der 
: ‘gleiche Verbindungstyp entsteht. 

assel: 
‘diithyl-5, 5’-dicarboxy-dipyrrylmethan mit Bleitetraacetat in His- 
ressig eine Substanz, die sich im Schmelz- und Mischschmelzpunkt, 
im Réntgendiagramm (A) und im Pentdyopentspektrum als identisch 
‘mit der auf den beiden anderen friiher beschriebenen Wegen 
erhaltenen Verbindung erwies. 


So resultierte z. B. durch Oxydation von 4,4’-Dimethyl-3,3’- 


Als Zwischenstufe bei der Darstellung des Meso-bilifuscins 


lisolierten W. Siedel und H. Méller?) durch Oxydation von Neo- 


xantho-bilirubinsiure einen weiBen Korper, der zweifellos ein 


‘Propentdyopent darstellt, den die genannten Autoren jedoch als 
 Dioxydipyrrylketon (II), also mit 2H-Atomen weniger formulierten: 
aB ine 
heute 
Neo & 
181'§ 








oe aa me oy 
II 
ae .>—_t—_ 


H O H 
Wir stellten auch diesen Kérper (Schmelzp. 176°!) von zwei 


‘neuen Verbindungen ausgehend dar: 


1, Aus dem entsprechenden «,«’-freien Pyrromethen (I11) mit 


' Bleitetraacetat und 


2, aus dem entsprechenden Dibrom-pyrromethen (IV) mit 


'Kaliumacetat und Aufarbeitung iiber Sodalésung. 





Y a.a. O. 
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CH,,—C,H, CH,- aco 
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Auch hier erwies sich vollkommene Ubereinstimmung jy di 
Schmelz- und Mischschmelzpunkt, im Roéntgendiagramm und inffK 


Pentdyopentspektrum mit dem aus Neoxantho-bilirubinsaure er. 
haltenen Produkt. 


Heute liegen synthetische Propentdyopente mit folgenden i 


6-Substituenten vor: 
1. 4,3’-Dimethyl-3, 4’-diathyl, 
2. 4,4’-Dimethyl-3,3’-diithyl, 
3. 3,3’-Dimethyl-4, 4’-dipropionsiure-dimethylester, 
4, 4,4’-Dimethyl-3, 3’-dipropionsiure-dimethylester, 
5, 3,4’-Dimethyl-3’-aithyl-4-propionsiuremethylester. 


Die Réntgendiagramme aller dieser Propentdyopente zeige§ 
einen analogen Aufbau, ebenso die Absorptionskurven'). Die— 
Analysenergebnisse dieser und auch der spiter zu erwihnendef 
analytischen Propentdyopente erweisen in Ubereinstimmung with 
dem Resultat von W. Siedel und H. Moller eindeutig, daB dah 
uric 
iwie 
‘den 
wie 
formulierung ausgesprochen haben, war die Unméglichkeit die® 
Ketogruppe nachzuweisen oder aus Dipyrrylketonen mit ent-§ 


Propentdyopentmolekiil 2 Wasserstoffatome weniger als_ bisher 
angenommen besitzt, daB also die Summenformel nach Abzug der 
jeweiligen #-Substituenten C,H,O,N, ist. 

Auch ein Grund weshalb wir uns gegen die Mesoketon- 


sprechend labilen a-Substituenten durch Oxydation Propent: 


dyopent darzustellen. Wir wiederholten die dahingehenden Ver-— 
suche unter den verschiedenartigsten Bedingungen, jedoch auch 1 
diesmal durchwegs ohne Erfolg. Inzwischen wurde von H. Fischer § ver 


und K. Gang?) ein a,e’-freies Dipyrrylketon in Form des Opsv- 


pyrrolketons dargestellt. Verschiedenste Oxydationsversuche auci & 


an diesem Keton fiihrten zu keinem Erfolg. 


Als weiteres Argument gegen die Dipyrrylketonformulierung 


fihrten wir die Bildung vierkerniger Komplexsalze der Propent: 
dyopente an. Diese Reaktion geht unter Austritt eines Molekiils 


Wasser aus einem Molekil Propentdyopent vor sich, jedoch zeigt § 


» Vel F. Pruckner u. H. vy. Dobeneck, Uber die ——— r 


spektren der Pyrrolfarbstoffe, III. Mitteilung Z. physik. Chem. (A), im Druck. 
*) Diese Z. 267, 188 (1941). 
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bisher Brickwarts wieder Propentdyopent gewonnen werden, d. h, es tritt 

‘wieder Anlagerung von Wasser ein. Folgende Formulierung wiirde 

demnach die Zusammensetzung der Propentdyopentverbindungen 

‘wiedergeben (VI): 

t de® 
ent- & 


ig der 


ceton- 


pent: 


Ver: : 
auch & 
jierung als auch unsere bisherige besteht demnach zu Unrecht. 


cher 


)pso- 
‘ugefirbte Kérper. Es erlaubt aber das Verhalten der Propent- 
‘dyopente in konzentrierter Lauge eine Folgerung iiber die Natur 
der Bindung des einen Mols Wasser. List man Propentdyopent 


auch 
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‘auch hier die Gesamtanalyse ein Defizit an Wasserstoff. Es 
rwurden deshalb die Zinksalze von 2 neuen Propentdyopenten 
dargestellt und zwar aus dem 3,3’-Dimethyl-4, 4’-dipropionsiure- 
dimethylester-propentdyopent und aus dem 4,4’-Dimethyl-3,3’- 
dipropionsiure-dimethylester-propentdyopent. Die Analysen dieser 
‘Komplexsalze zeigten erneut, dafi die Reaktion unter Abspaltung 
‘yon Wasser vor sich geht und bestitigten die Vermutung, dab 
‘auch die Komplexsalze wasserstoffarmer sind als zuerst angenommen. 
‘Es steht also fir die Summenformel der Komplexsalze nach Ab- 
uug der jeweiligen #-Substituenten tiberhaupt kein Wasserstoff 
‘mehr zur Verfiigung. Die Komplexsalze kénnen deshalb nur 
wie folgt formuliert werden (V): 


\N ~ 
' ee : ee / 
Nv a 
TT" TY 


Auf schon beschriebenem Weg kann aus den Komplexsalzen 


re a a 
=.  j—CH-—— =O 
NZ he 

H 


Sowohl die von Siedel und Médller') aufgestellte Formu- 


Bei den Propentdyopenten handelt es sich um vollkommen 


in konzentrierter heiBer Natronlauge, so tritt Rotfarbung auf, die 


Jedoch nicht mit der Pentdyopentfarbung zu verwechseln ist. Diese 
‘Rotfarbung geht beim Verdiinnen sofort zuriick, aber es lat sich 
‘der rote Farbstoff mit Ather aus der alkalischen Lésung in ge- 
‘tingem MaBe ausziehen. Im Ather erscheint das Spektrum B der 


Yaa. O. 
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II. Mitteilung (S. 136). Es wire dies ein Analogiefall zu def 


Triphenylmethantarbstoffen, bei denen ebenfalls sehr hinfiillig 
Farbbasen auftreten. 

Ks stellt demnach das Propentdyopent eine Pseudo- ode 
Carbinolbase folgender Konstitution dar (VII): 


ne alla eg 
Om Wd has \y7 OH 
OH H 
Das substituentenfreie Grundgeriist bezeichnen wir als Propentdyopent 


und fiigen fiir den besonderen Fall die §-Substitutenten in der fiir die 
Dipyrrylmethene tiblichen Numerierung hinzu. 





Fiir eine derartige Formulierung spricht auch das Ergebnis der 
Bestimmung aktiven Wasserstoffs nach Zerewitinoff von 2,84 Atomen.f . 


Da es bisher nicht gelungen ist, im Propentdyopent eine 


Hydroxylgruppe nachzuweisen, mag es vielleicht berechtigt sein, — 


eine Betain-artige Formulierung (VIII) vorzuziehen. 


Diese Carbinolbase geht bei Kinwirkung von heifer kon- 
zentrierter Natronlauge in folgende, aiuBerst unbestiindige Farb- 
base (LX) iiber: 


i= r = +) 
IX | ou Lobia oa saad ) 
O=\ ft i OH 
1 H 
. = 








Dieser nur unter extremen Bedingungen sich bildenden Farb- 


base muB natiirlich auch ein entsprechender Farbstoff gegeniiber & 


stehen. Tatsichlich gelang es durch Einwirkung von Bromwasser- 
stoff auf 3,3’-Diithyl-4,4’-dimethyl-propentdyopent einen in tiel- 
roten Nadeln krystallisierten Kérper zu isolieren, dessen Analyse 


hervorragend auf folgende Formulierung (X) stimmt: 
[CH,—=C,H, C,H,——=CH,] . 
Xx | Br 
ya J —CH==1 es 
O NZ C \N 


H 
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Durch Lésen in Pyridin und Ausfallen mit Ligroin oder allein 
‘durch Zugabe von Methanol zur Chloroformlésung des Farbstofies 


“ritt schlagartig Entfarbung ein und das Ausgangspropentdyopent 


‘kann wieder isoliert werden. 

Bei lingerem Stehen der Verbindung X in Chloroform oder 
bei Erhitzen des gelésten Farbstoffes geht dieser in eine griine 
Verbindung iiber, die ebenfalls PR gibt, jedoch um etwa 20 mu 
iach Rot verschoben. Dieselbe PR zeigen blaue offensichtlich 
‘mehr als 2-kernige Farbstoffe, die als Nebenprodukt bei der 
Reaktion Dibrommethen-Kaliumacetat isoliert werden konnten. 
Es ist beabsichtigt demniichst auf diese neue Klasse von Pyrrol- 


farbstoffen niher einzugehen. 


Kin weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war, die /-Sub- 


stitution des im Kérper vorkommenden Propentdyopents zu er- 
aad mitteln und dadurch eine Aussage iber seine Genese im Organis- 
mus zu gewinnen. Auf Grund einer in der letzten Mitteilung 
‘eingehend ausgefiihrten Argumentation waren wir zu dem Schlub 
‘gekommen, daB das physiologische Propentdyopent aller Wahr- 
‘scheinlichkeit nach nicht als direktes Abbauprodukt des Hiamins 
‘zu betrachten ist, sondern durch Aufspaltung des Bilirubins ent- 
‘steht. Diese Ansicht wird durch folgende Ergebnisse weiterhin 


bekriftigt. 


Nachdem wir, wie bereits mitgeteilt, aus menschlichen Gallen- 


‘steinen geringe Mengen des Propentdyopent-methylesters krystalli- 
‘siert erhalten konnten, ist es jetzt gelungen, aus menschlichen 
‘und tierischen Gallensteinen die freie Verbindung in ihrer natiir- 
lichen Form rein zu isolieren. Sie stellt eine, wie alle Propent- 
‘dyopente, weiBe, in feinen Nadeln krystallisierende Substanz dar, 
fwelche sich zwischen 197° und 217° zersetzt und in den ge- 
ringsten Verdiinnungen P.R. gibt (Réntgendiagramm B). 

Farb- © 


nher ein zweikerniges natiirliches Pyrrolderivat isoliert worden. 
nii 


Hiermit ist zum ersten Mal in einwandfreier Form 


Weiterhin wurde aus Bilirubin Propentdyopent dargestellt 


und auch hier resultierte ein schén krystallisiertes Produkt, dessen 
Réntgendiagramm und Pentdyopentspektrum vollkommen identisch 


mit denen des physiologischen Propentdyopents sind. HKbenso 


Weisen Schmelz- und Mischschmelzpunkt auf vollkommene Iden- 
titét hin, 


Auch aus Vinyl-neoxanthosiiure konnten wir krystallisiertes 


Propentdyopent gewinnen. Auch diese Verbindung zeigt ein voll- 
kommen identisches Réntgendiagramm und auch im Schmelzpunkt 
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kein unterschiedliches Verhalten. Es muB also dem _ isolierte, 
natiirlichen Propentdyopent die Formulierung einer oder beida fh 
bei einer symmetrischen Aufspaltung des Bilirubins mégliche.— 
weise entstehenden Propentdyopente zugeschrieben werden. 








CH,-—_,;CH=CH, CH,--PS CH,—CH CH, CH, }s dy 
HO | ( i - Hol | C ! i 
| , | me ai = . . y Sones aie = } 4 
“NZ OH ‘NZ —_— oH ‘NY Ef 

H H /wi 


Auf jeden Fall ist somit einwandfrei die #-Substitution def 
aus Gallenstein isolierten Propentdyopents nachgewiesen uni 
weiterhin festgestellt, daB durch den alkalischen Abbau wif 
Wasserstoffperoxyd die Vinylgruppen am Bilirubin und an def} 
Vinyl-neoxanthosiure erhalten bleiben. 

Der Wasserextrakt aus Rindergallensteinen zeigte die stiirkste F 
Reaktion; ein solcher aus Ablagerungen der Gallengiinge (,,Pfeifen'\ F 
von Pferden etwas schwiichere, wiihrend ein Extrakt aus mensch- > 
lichen Gallensteinen schwiichste P.R. gab. Menschliche Gallen 
steine sind hiiufig durch Jahrzehnte gebildete und gelagert: > 
Konkremente, wihrend Rindergallensteine relativ junge Produkte} 
darstellen. Sie enthalten bedeutend mehr Bilirubin als mensch-f 
liche und es geht offensichtlich der Propentdyopentgehalt parallel f ‘ 
hiermit. 

Kine Anzahl uns durch Herrn Professor Kimmerer freund- § 
licherweise zur Verfiigung gestellter Ikterus-Harne zeigte PRE 
von verschiedener Intensitiit, doch konnte bei Durchleiten vou — 
Luft eine Verstiirkung der Reaktion erzielt werden. 

Wasserextrakt aus menschlichem Gallensteinpulver, aus welchen & 
wir in erster Linie Propentdyopent isolierten, gab bei weitem die — 
intensivste P.R. Dieses Gallensteinpulver wurde in dankenswerter & 
Weise durch Herrn Professor Windaus zur Verfiigung gestelli F 
und stellt ein weitestgehend von Sterinen befreites Produkt dar f 
Da das Propentdyopent in geringem MaB8e iitherléslich ist, wird f 
ein Teil des urspriinglich vorhandenen mit den Sterinen entferut 
worden sein. 


Zur Kontrolle extrahierten wir 8 menschliche Gallensteine § 
von Gewichten zwischen 3 und 7¢ bis zur vollstiindigen Ent-— 
fernung des Cholesterins mit peroxydfreiem Ather. Der Riick-f 
stand wurde mit Wasser in der Hitze ausgezogen und das im> 
Wasser enthaltene Propentdyopent als identisch mit dem auf 
Bilirubin erhaltenen festgestellt. Der jeweilige Atherextrakt § 








n und 


u nif 
in deff dyopent im Laufe der Zeit aus vorhandenem Bilirubin nach- 


‘gebildet wird. Da reines Bilirubin auch durch monatelanges 


dirkste  oflenes Lagern nicht im geringsten MaB zu Propentdyopent um- 
eifens | gesetzt wird, miissen speziell im Harn oder im Gallensteinpulver 
ensch.§ mogliche Oxydationsprozesse diesen Abbau bewirken. 
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Fwurde zur Trockne abgedampft und der Riickstand mit de- 
stilliertem Wasser in der Hitze ausgezogen. Dieser Wasserauszug 
‘gab in 6 Fallen schwache P.R., identisch mit der aus Bilirubin, 

fin einem Fall jedoch deutlich identisch mit dem Pent- 
xf dyopentspektrum aus 4,4’- Dimethyl -3,3’-dipropionsiure- 
_propentdyopent. 


Uber ein natiirliches Propentdyopent und weitere Homologe OTF 
I yop £ Zlo 


Dieser zweifellos feststehende Befund hat zum erstenmal er- 


wiesen, daB auch die Bildung eines Propentdyopents mit zwei 
on deff Propionsiuren méglich ist, wie es aus Bilirubin nach Abspaltung 
‘der beiden auBenstehenden basischen Pyrrolkerne entstehen wiirde. 


Wir haben den EKindruck, da8 im Gallensteinpulver Propent- 


Der Vergleich der Pentdyopentbande aus Bilirubinpropent- 


agerte : dyopent, Vinylneoxanthosiure-propentdyopent, bzw. dem natiir- 
dukte | lichen Propentdyopent mit der aus dem Haminpropentdyopent 


snsch- zeigt, daB die Bande des letzteren um 2 my nach Blau ver- 
tralle | schoben ist. Das aus der alkalischen Lisung der Haminpropent- 
'dyopente mit Ather extrahierte basische Propentdyopent, welches 


£2 Vinylgruppen enthalt, zeigt bei der Reduktion mit Natrium- 
eund- & gc : ote 

PRE hydrosulfit eine gegeniiber dem Pentdyopent aus Bilirubin etwa 
‘a -um 9mu nach Rot verschobene Bande, so da die Pentdyopent- 
bande des isolierten natiirlichen Propentdyopents zwischen der 


_ des Propentdyopentgemisches aus Hiimin IX und der des basischen 
. | Divinylpropentdyopents liegt. Das im Harn vorkommende Pent- 

- die i . eo ° ° e 

sahil dyopent war in allen untersuchten Fallen identisch mit dem aus 

stellt F 


dar. & 


_ Bilirubinpropentdyopent. 


Alle die erwahnten ‘l'atsachen weisen eindeutig auf die 
alleinige Bildung des Propentdyopents aus Bilirubin, doch scheint 


fornt We °° immer noch nicht vollkommen gerechtfertigt, die Méglichkeit 
- eines direkten Abbaues vom Himin, der sich in vitro so leicht 
| durchfiihren 1a4Bt, ganz auszuschlieBen, bevor nicht bedeutend 
| umfangreicheres Material, als wir bisher bearbeiten konnten, auf 
' die Léslichkeiten der auftretenden Propentdyopente und die Lage 
_ der Pentdyopentbande — am besten im Vergleich — genau kon- 
_ trolliert worden ist. Auch mag es nicht ausgeschlossen sein, dab 


_ Propentdyopent im Darm auftritt und hier durch Reduktion 


weiteren Umwandlungen unterworfen wird. 
19* 














276 Henning von Dobeneck, 


Versuche 


5-Oxy-3,4’- sinethyl -3’-athyl -4- propionsaure- methylester. 5’ nj 
troso-dipyrrylmethen. 2g Neoxanthobilirubinsiure- ‘methylester werden in 
Kisessig gelést und nach Zusatz von wenig Wasser mit einem Uberschn/ 
von Natriumnitrit oxydiert. Nach etwa 5 Minuten wird in viel Ather ge 
geben, Eisessig mit Wasser, Sodalésung, Wasser entfernt und der Ather ein 
geengt. Gelbe Krystalle. 


Zur Analyse aus Aceton umkrystallisiert. Zersetzungsp. 181°. 


3,844 mg Subst.: 8,769 mg CO,, 2,115 mg H,O; 3,784 mg Subst: 
0,418 eem N, (22°, 719 mm). 


C,,H,,N,0, (331,26) Ber. © 61,58 H639 N 12,70 
Gef. ,, 6222 ,, 616 ,, 12,09. 


4,4’. Dimethyl -3,3’-diathyl-propentdyopent aus 4,4’-Dimethy|. 
3,3’ -diathyl-5,5’-dicarboxy-dipyrrylmethan. 100 mg des Methans werden 
mit 80 mg Bleitetracetat in Eisessig unter Erwirmen oxydiert. Im Vakuun 
wird zur Trockne abgedampft, mit Natronlauge aufgenommen und wie iiblich 
Propentdyopent extrahiert. Umkrystallisieren aus Aceton. Zersetzungsp. 200, 
Mischschmelzpunkt mit auf anderem Wege dargestellten Propentdyopent 209’ 
Réntgendiagramme identisch. 


Bestimmung des aktiven Wasserstoffs nach Zerewitinoff. 3,072 mg 
Subst.: 0,700 cem CH, bei 22,3° und 718 mm. Dies entspricht 2,84 aktiven 
Wasserstoffatomen bei einem Molekulargewicht von 276,18. Berechnet: 
3 aktive Wasserstoffatome. 


3, 4’- Dimethyl-3’-athyl -4-propionsaure-methylester-pyrromethen 
aus 4-Methyl-2-formyl-3-athyl-pyrrol und Opsosaure. (),7 ¢ des Aldebyd: 
und 0,78 g der Siiure werden in 2 cem Eisessig verriihrt und mit 1 cem 
40°/,igem HBr versetzt. Sofort krystallisiert das Methenbromhydrat aus. 
Schmelzp. 172°. Veresterung mit Methanol-Salzsiure. Esterhydrochlorid 
krystallisiert in roten Nadeln, freie Basen nicht bestindig. Aus Chloroform- 
Methanol umkrystallisiert. Schmelzp. 126°. 


3,785 mg Subst.: 8,895 mg CO,, 2,527 mg H,O. — 4,558 mg Subst.: 
0,346 eem N, (19°, 712 mm). 


C,,H,,N,0.Cl (322,66) Ber. C 63,22 H7,18 N 8,68 
Gef. ,, 64,09 ,, 7,47 ,, 8,31. 


3,4’- Dimethyl -3’-athyl -4- propionsaure-methylester-5,5’- dibrom- 
pyrromethen-hydrobromid aus obigem Methen. Bromierung mit der 
theoretischen Menge Brom in Eisessig. Rote Nadeln aus Aceton. Schmelz 
punkt 206°. 


3, 4’- Dimethyl - 3’- athyl - 4 - propionsaure - methylester - propent- 
dyopent aus obigen Methenen. 1. Mit Bleitetracetat in. Eisessig unter 
Erhitzen, Abdampfen des Eisessig und Aufnehmen mit heiBem Wasser. 
Nach Filtrieren und Abkiihlen des Wassers wird soda-alkalisch gemacht, 
filtriert und die farblose Lésung mit Chloroform extrahiert. Umkrystallisieren 
aus Aceton, Schmelzp. 178°. 
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2. Aus Dibrommethen mit Kaliumacetat: 1 g Dibrommethen wird mit 
|¢ Kaliumacetat in 200 cem Eisessig 1 Stunde gekocht. Der Eisessig wird 
jm Vakuum abgedampft, in Sodalésung aufgenommen und mit Chloroform 
‘oxtrahiert. Aus Aceton umkrystallisiert. Schmelzp. 177°. 


3,660 mg Subst.: 8,130 mg CO,, 2,200 mg H,0. 
C,,H,.0;N, (334,19) Ber. C 61,04 H 6,63 
Gef. ,, 60,58 ~~. “ia 


| Propentdyopent aus dem «,«’ Dibromopsosauremethen-dimethyl- 
ester') mit Kaliumacetat oder aus dem a,a’-freien Methen mit Blei- 
tetracetat, Schmelzp. 196°. 
3,982 mg Subst.: 8,477 mg CO,, 2,194 mg H,O. — 3,046 mg Subst.: 
10.198 eem N, (20°, 721 mm). 
C,oH.,N,O, (392,21) Ber. C5813 H616 N 7,14 
Gef. ,, 57,85 os le “ores 
4, 4’-Dimethy]-3, 3’-dipropionsaure-dimethylester-propentdyopent 
aus dem entsprechenden Dibrommethen mit Kaliumacetat. Wie oben. 
Aus Aceton Schmelzp. 162° 


3,996 mg Subst.: 8,526 mg CO,, 2,226 mg H,O. — 3,439 mg Subst.: 


£0,224 cem N, (28°, 727 mm). 


C,,H..N,0, (392,21) Ber. ©5813 H616 N 7,14 
Gef. ,, 5819 ,, 6,23 ,, 7,14. 


Zinksalze der beiden vorerwahnten isomeren Propentdyopente 


idureh Erhitzen mit Zinkacetat in Methanol, Uberfiihrung in Chloroform, 
‘Einengen und Verdringen des Chloroforms durch Methanol. Umkrystallisieren 
‘aus Chloroform-Methanol. Hellrote Krystalle ohne Schmelzp. bis 300°. 


3,506 mg nie 7,248 mg CO,, 1,76] mg H,0, 0,372 mg ZnO. 


£4,342 mg Subst.: 0,276 cem N, (24°, 715 mm). — 4 006 ~— Subst.: 8,226 mg 
(CO,, 1,660 mg H, o 0,408 mg ZnO. — 3,500 mg Subst.: 0,233 cem N, (27°, 
B27 mm). 


'C,H,O,oN,Zn (811,70) Ber. C5618 H521 N690 Zn 8,04 


Gef. 99 56, 38 9 5, 2 ” 6, 87 ” 8, 52 
,, 56,00 » 4,64 yy 0990 , 818. 


Bromhydrat des 4,4’-Dimethy]l -3, 3’-diathyl - propentdyopents. 


Bildet sich dureh Verrithren des Propentdyopents mit einem Uberschu8 an 


Bromwasserstofflésung. Sehr schéne Produkte erhalt man durch anfing- 


liches Verriihren des Propentdyopents mit einigen Tropfen Methanol. 


3,671 mg Subst.: 7,151 mg CO,, 1,739 mg H,O. — 4,673 mg Subst.: 


10,362 eem N, (20°, 713 mm). — 4,068 mg Subst.: 0,936 cem n/100-AgNO,. 
C,s5H,,0,N,Br (338,08) Ber. C 53,24 H 5,36 N 828 Br 23,64 


Gef. ,, 53,13 » thou » 3,47 9 aoe. 
Extraktion der Farbbase des Propentdyopents mit Ather. Pro- 


‘pentdyopent wird in konzentrierter Natronlauge am Wasserbad so lange 


!! H. Fischer u. W. Lamatsch, A. 462, 247 u. 249 (1928). 
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erhitzt, bis intensive Rotfirbung eintritt. Nun wird Ather iiberschichto; 
und durch intensives Schiitteln die Farbbase in den Ather gezogen. |; 
zeigt sich hierbei im Ather deutlich das Spektrum B der II. Mitteilung. 


Isolierung des physiologischen Propentdyopents. Von den ,); 


zur Verfiigung stehenden Materialien zeigte die stirkste Reaktioy ; 


menschliches Gallensteinpulver, weniger stark Rindergallensteine und A} 
lagerungen der Gallenginge von Pferden, am schwiichsten menschlieh 
Gallensteine und Icterusharn. Die Isolierung des Propentdyopents ay 
Harn bietet die gréBten Schwierigkeiten, da sich hier das Propentdyopen 
durch seine enorme Wasserléslichkeit von dem sonstigen im Harn geliéstey 
Material nicht grundlegend unterscheidet. Es konnte aus 30 Liter Icterus 
harn nur eine geringe Menge des Esters in nicht sehr reinem Zustand iso 
liert werden. 


Der Harn wird mit Bleizucker bis zur Beendigung der Fiillung ver 
setzt, filtriert und das tiberschiissige Salz mit Dinatriumphosphat entfernt 
Nun wird die klare Lésung unter schonendsten Bedingungen mit Hilf 
einer Tropfvorrichtung im Vakuum zur Trockne gebracht. Dann wird mit 
Methanol aufgenommen und durch Zugabe von etwas methanolischer Salz 
siure verestert. Leider geht bei dieser Operation der groBte * Teil des 
Produktes durch Sekundiirreaktionen verloren. Dann wird in Chloroform 
iibergefiihrt und die eingeengte Lésung an Aluminiumoxyd chromatographiert 
Aim schnellsten durchschreitet die Siule ein Gallenfarbstoff, der mit Natrium 
hydrosulfit Fluorescenz gibt (Urobilin v. Zinkgehalt des Natriumhydrosulfits 
und dann erst Propentdyopent begleitet von gelben Verunreinignngen, 
Nach 6fterem verlustreichem Umkrystallisieren aus Ather, Chloroform un‘ 
schlieBlich Aceton konnte Krystallisation einer kleinen Menge weiBer, in 
Schmieren eingebetteter Substanz erzielt werden. Die Isolierung aus Rinder 
gallensteinen gestaltete sich ahnlich schwierig, doch gelang es hier ein 


geringe Menge des freien Propentdyopents zu isolieren. Die Gewinnung 


wurde wie unten angegeben durehgefiihrt, nur ging die oben erwihnti 
Reinigung mit Bleizucker voraus. 

Es erwies sich als zweckméBig bei der Gewinnung von Bilirubin au 
Gallensteinen nach H. Fischer’) das Ausziehen des Pulvers mit Wasser 
so zu gestalten, daB die Hauptmenge des Propentdyopents in einem még 
lichst kleinen Volumen Wasser gewonnen wird. Zu diesem Zweck ist | 
nétig, 200 g des Pulvers vor dem Ausziehen mit 30 Liter Wasser mit etw: 
', Liter Wasser kurz aufzukochen und mit einem weiteren '/, Liter Wasse: 
nach dem Abnutschen nachzuspiilen. In diesem Extrakt befindet sich dam 
die Hauptmenge des Propentdyopents. . 

Dieser Extrakt wird nun im Fall von Rindergallensteinen wie obe! 
gereinigt, bei menschlichem Gallensteinpulver ohne vorhergehende Reinigun: 
auf das schonendste bis auf etwa 100 cem eingeengt. Nach Ansiuern mi 
Schwefelsiure kann eine geringe Menge Propentdyopent durch Extraktion 
mit Ather in der Apparatur nach Kutscher-Steudel gewonnen werden. 

Es hat sich hier als zweckmiBig erwiesen die iitherische Schicht i 
der Apparatur mit zusammengefaltetem Filtrierpapier zu fiillen. So wir 


O. Weissbarth, Diese Z. 268, 212 (1941). 





') Fischer-Orth, Bd. IL/1, 8. 635; OH. Fischer, H. Plieninger uf 
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'am besten der Ubergang reichlich vorhandener schleimiger Stoffe in die 
jitherische Phase verhindert. Die gewonnene Substanz wird mehrere Male 
‘aus Aceton umkrystallisiert und erreicht schlieBlich einen Zersetzungspunkt 
Fab 197°. 


3,619 mg Subst.: 7,796 mg CO,, 1,908 mg H,O. — 4,252 mg Subst.: 
0,329 eem N, (21°, 713 mm). 


C,,H,,O;N, (318,26) Ber. C 60,33 H 5,73 N 8,80 
Gef. ,, 58,62 » 5,90 » 8,43. 


Die Analyse ergibt in diesem Fall den oft beobachteten Mindergehalt 


- an Kohlenstoff bei Vinylgruppen. 


Die Mutterlaugen des Propentdyopents wurden nun auf folgende Weise 


‘zur Untersuchung auf Himatinsiure aufgearbeitet: Durch Kinengen wurde 
ein gelbliches Ol gewonnen, das mit Ammoniak auf dem Wasserbad lingere 


Zeit erwiirmt wurde. Nach Ansiiuern mit Salpetersiiure wurde ausgeiithert, 


die Atherlésung zur Trockne verdampft, der Riickstand mit Wasser auf- 
- venommen und mit Calciumearbonat versetzt. Nachdem vom iiberschiissigen 
| Kalk filtriert wurde, fiel beim Erhitzen des Filtrates eine geringe Menge 
eines Calciumsalzes aus. Weitere Verarbeitung war nicht mdglich. 


Darstellung von Propentdyopent aus Bilirubin. 2¢ Bilirubin 
werden in 8°/,iger NaOH gelést, 10 cem H,O, zugegeben und die Reaktion 
—4 Stunden bei Zimmertemperatur sich selbst iiberlassen. Bei lingerer 
Binw irkung tritt Zerstérung des gebildeten Propentdyopents ein. Dann ‘wird 
das iiberschiissige H,O, durch Zugabe von etwas Braunstein zerstért und 
erst nachdem alles Peroxyd vernichtet ist, wird filtriert und mit Schwefel 
siiure angesiiuert. Dann wird mit Ather mehrere Stunden extrahiert, der 
Ather abgedampft und mit wenig Aceton aufgenommen. Wenn nicht schon 
vorher, so tritt jetzt Krystallisation ein. Zur Analyse wurde mit Methanol 


aus der Hiilse extrahiert und der Alkohol dureh Aceton verdringt. Zer 


setzung 197—217°. 
3,149 mg Subst.: 6,931 mg CO,, 1,628 mg H,O. — 3,703 mg Subst.: 
0.301 cem N, (20°, 721 mm). 
C,,H,,0,N, (318,26) Ber. C 60,33 H 5,73 N 8,80 
Gef. ,, 60,03 « wee » 9,98. 


Propentdyopent aus Vinyl-neoxantho-bilirubinsdure. Wie oben. 
Zersetzung 198—217”. 
4,704 mg Subst.: 10,371 mg CO,, 2,339 mg H,O. — 4,286 mg Subst.: 
U.340 cem N, (20°, 709 mm). 
C,.H,,0,N, (318,26) Ber. C 60,33 H 5,73 N 8,80 
Gef. ,, 60,13 ,, 5,56  ,, 8,62. 


Die Spektren des physiologischen Propentdyopents aus Bilirubin und 
aus Vinyl-neoxantho-bilirubinsiiure sind identisch. Wir werden demniichst 
genauere Werte publizieren. 


























Fig. 1 











Jod—Bromkérper aus Schwamm, 2 mal umgefiillt 





Fig. 2 


Gemenge von etwa 1 Mol Dijodtyrosin und 4 Mol Dibromtyrosin inaktiviert. 
tmal umgefiillt 


oppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band 269, ‘Tafel I 


Zu D. Ackermann und Ernst Miiller, 


Jber das Vorkommen yon Dibromtyrosin neben Dijodtyrosin im Spongin* 
(Seite 146) 
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